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RESUMEN  
La mayor parte de restauraciones protésicas dentales se llevan a cabo mediante 
una estructura soportada por implantes dentales de titanio comercialmente puro, 
con una tasa de éxito muy elevada. Sin embargo, existen problemas de fracaso 
de los implantes dentales. Estos problemas son debidos, en un porcentaje 
elevado de casos, a la formación de un biofilm bacteriano que produce 
periimplantitis y pérdida de hueso alrededor implante, derivando en el fracaso 
del mismo.     
En este proyecto se desarrolla un recubrimiento de biopolímero sobre titanio con 
efectos antibacterianos, utilizando un material polimérico natural como el 
quitosano. En la primera parte del proyecto se busca optimizar la unión del 
recubrimiento con el titanio. Para ello se realizan varios recubrimientos utilizando 
sólo quitosano, quitosano mezclado con xerogel de silica y activando la superficie 
del titanio por plasma.  
En la segunda parte del proyecto se desarrollan recubrimientos con 
nanopartículas de plata y se realizan una serie de ensayos antibacterianos para 
determinar qué recubrimiento impide mejor la adhesión y proliferación 
bacteriana. Finalmente se estudia también la citotoxicidad de la capa de 
biopolímero, para comprobar la posibilidad de utilizar los recubrimientos 
desarrollados en aplicaciones biomédicas. 
RESUM 
La major part de restauracions protèsiques dentals es realitzen mitjançant una 
estructura suportada per implants dentals de titani comercialment pur, amb una 
taxa d’èxit molt elevada. Tot i això, existeixen problemes de fracàs dels implants 
dentals. Aquests problemes son deguts, en un percentatge elevat de casos, a la 
formació d’un biofilm bacterià que produeix periimplantitis i pèrdua de l’os al 
voltant del implant, derivant en el fracàs del mateix.  
En aquest projecte es desenvolupa un recobriment de biopolímer sobre titani 
amb efectes antibacterians, utilitzant un material polimèric natural com el 
quitosà. En la primera part del projecte es busca optimitzar la unió del 
recobriment amb el titani. Amb aquesta finalitat, es realitzen diferents 
recobriments utilitzant només quitosà, quitosà barrejat amb xerogel de sílice i 
activant la superfície del titani per plasma. 
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En la segona part del projecte es desenvolupen recobriments que contenen 
nanopartícules de plata i es realitzen una sèrie d’assajos antibacterians per a 
determinar quin recobriment impedeix millor l’adhesió i proliferació bacteriana. 
Finalment s’estudia també la citotoxicitat de la capa de biopolímer, per tal de 
comprovar la possibilitat d’utilitzar els recobriments desenvolupats en aplicacions 
biomèdiques.  
ABSTRACT 
Most dental prosthetic restorations are performed by a implant-supported 
structure made of commercially pure titanium, with a high success rate. 
However, there are problems of dental implants failure. These problems are due, 
in a large percentage of cases, to the formation of a bacterial biofilm that 
produces periimplantitis and bone loss around the implant, resulting in its failure. 
This project develops a biopolymer coating on titanium with antibacterial effects, 
using a natural polymeric material such as chitosan. The first part of the project 
seeks to optimize the binding of the coating with the titanium surface. To such 
effect, various coatings have been prepared, using just chitosan and chitosan 
mixed with silica xerogel, as well as activating the surface of titanium by plasma.  
In the second part of the project, coatings containing silver nanoparticles are 
developed and a series of tests are done for determining which coating prevents 
better bacterial adhesion and growth. Finally, cytotoxicity of the coating is also 
studied for evaluating the possibility of using the coatings developed for 
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CAPÍTULO 1: 
INTRODUCCIÓN 
En este proyecto se realiza un recubrimiento sobre titanio comercialmente puro 
mediante la técnica de “dip-coating” y se evalúan sus propiedades físico-
químicas, la actividad antibacteriana del recubrimiento y la citotoxicidad. 
1.1. OBJETIVOS DEL PROYECTO 
1. Optimizar la fuerza de adhesión del quitosano sobre el titanio, mezclándolo 
con xerogel de silica y activando la superficie del titanio por plasma. 
2. Análisis topográfico y composicional del recubrimiento. 
3. Estudio de la actividad antibacteriana y citotoxicidad de la capa de 
biopolímero, mediante la incorporación de nanopartículas de plata.  
1.2. ALCANCE DEL PROYECTO 
Este proyecto empieza con una serie de fundamentos teóricos para poner al 
lector en contexto, luego se detalla el desarrollo de los recubrimientos y de las 
técnicas de caracterización y por último, se presentan los resultados obtenidos. 
Básicamente se centra en los siguientes aspectos: 
 Capítulo 2. Estado del arte: fundamentos teóricos sobre los elementos 
utilizados para desarrollar el recubrimiento, de las cepas bacterianas 
utilizadas y de las técnicas de caracterización.  
 Capítulo 3. Materiales y métodos: se detallan los materiales y métodos 
utilizados para realizar la capa de biopolímero, para caracterizarla y para 
realizar el estudio biológico. 
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 Capítulo 4. Resultados y discusión: contiene los resultados obtenidos en 
cada ensayo junto con una breve discusión y explicación de cada uno de 
ellos.  
 Capítulo 5. Conclusiones: conclusiones generales extraídas de todos los 
resultados obtenidos. 
 Capítulo 6. Bibliografía: artículos científicos utilizados para la realización 
del proyecto y consultas de internet.  
 Presupuesto: se detallan todos los costes para la realización del proyecto. 
 Apéndices 1 y 2: se detalla el impacto medioambiental del proyecto y los 
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CAPÍTULO 2: 
ESTADO DEL ARTE 
2.1. BIOMATERIALES  
Aquellos materiales sintéticos o naturales que están en contacto con los sistemas 
biológicos son los llamados biomateriales. Estos tienen unos campos de 
aplicación muy diversos, ya que pueden ser utilizados para hacer crecer y 
proliferar células en cultivo, para ensayos de las proteínas de la sangre en 
laboratorios clínicos, en acuicultura de ostras, para la investigación de biochips 
basados en células de silicio, pero su mayor aplicación la encontramos en la 
medicina, concretamente como materiales constituyentes de los diferentes tipos 
de implantes biomédicos. En este proyecto se va a estudiar especialmente los 
biomateriales implicados en los implantes dentales.  
Una definición bastante aceptada de biomaterial es la siguiente: 
Material diseñado para interaccionar con sistemas biológicos para evaluar, tratar, 
aumentar o reemplazar cualquier tejido, órgano o función del cuerpo [Ratner 
2004].  
Todos los biomateriales necesitan de una definición complementaria para que su 
función se pueda llevar a cabo correctamente. Esta definición necesaria es la de 
biocompatibilidad: 
Biocompatibilidad es la habilidad de un material de ser utilizado en una aplicación 
específica con una respuesta apropiada del huésped [Williams 1987].  
Una respuesta apropiada del huésped incluye no facilitar la formación de 
coágulos de sangre (en determinadas situaciones), tiene que ser resistente a la 
colonización bacteriana y debe de permitir una curación correcta y sin 
complicaciones, es decir, no debe presentar inflamación crónica ni problemas de 
fallada del implante.   
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Existe una lista importante de materiales que pueden ser clasificados como 
biomateriales. Básicamente los podemos agrupar en cinco familias: metales, 
cerámicos, polímeros, compuestos y naturales.  
Existen multitud de aplicaciones de los biomateriales en el campo de la medicina. 
Algunas de estas aplicaciones son las siguientes: válvulas cardíacas, prótesis de 
cadera, prótesis de rodilla, implantes dentales, lentes intraoculares y los 
dispositivos de asistencia ventricular izquierda entre otros.  
Tabla 1. Aplicaciones de materiales sintéticos y materiales naturales 
modificados en medicina [Ratner 2004]. 
 
Un biomaterial de uso frecuente en muchas de estas aplicaciones, como prótesis 
o implantes dentales, es el titanio. 
2.1.1. TITANIO  
Se trata del noveno elemento más abundante en la Tierra y ha sido detectado en 
las estrelles, meteoritos, polvo interestelar y en la corteza de la Tierra.  
En cuanto a sus propiedades físicas, el titanio se trata de un elemento de 
transición, como el hierro, el níquel o el cobalto, con una estructura electrónica: 
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    1s2,2s2,2p6,3s2,3p6,3d2,4s2 
Observando su estructura electrónica vemos una de las características de este 
grupo de elementos, los cuales tienen su capa “d” incompleta. Esto permite que 
el titanio forme soluciones sólidas con muchos elementos sustitucionales.  
Es considerado un metal ligero, debido a su excelente relación entre 
resistencia/densidad. Podemos también decir que se trata de un material con un 
elevado punto de fusión, lo que permite trabajar con él a altas temperaturas. 
También cabe destacar su baja capacidad térmica y sus bajos coeficientes de 
conductividad y dilatación térmica.  
Se trata de un material alotrópico, es decir, presenta diferentes estructuras 
químicas. A temperatura ambiente, el titanio puro presenta una estructura 
cristalina hexagonal compacta (HCP), llamada fase . Por encima de los 882oC, 
esta estructura sufre una transformación alotrópica, y se convierte en una 
estructura cúbica centrada en el cuerpo (BCC), llamada fase β.  
En cuanto a sus propiedades magnéticas, el titanio se clasifica como 
paramagnético, es decir, puede ser atraído ligeramente por un campo magnético. 
Tiene una susceptibilidad magnética (K) muy pequeña y positiva.  
Por lo que respecta a las propiedades químicas del titanio, se puede destacar 
que presenta cinco isótopos, con pesos atómicos comprendidos entre 46 y 50, 
todos ellos estables. El más abundante es el 48Ti. 
Una característica importante del titanio es su reactividad térmica, ya que 
depende fuertemente de la temperatura. A altas temperaturas, la reactividad 
térmica del titanio aumenta mucho, esto se puede observar sobre todo con la 
extrema reactividad del titanio con el oxígeno y otros gases a altas 
temperaturas, los cuales llegan a difundirse en la red cristalina del titanio. Esta 
gran reactividad con el oxígeno origina la rápida formación de una capa 
superficial de óxido, con diferente gradación dependiendo de la difusión. Esta 
capa, al ser impermeable, permite que el metal quede completamente protegido 
y por eso el titanio es tan resistente a la corrosión [Gil, et al. 2004].  
Por último, destacar la excelente biocompatibilidad del titanio. Se trata de un 
material no tóxico, resistente a la corrosión, compatible con tejidos y hueso, y no 
induce a la formación de un tejido fibroso a su alrededor. Por todo esto, se 
convierte en un metal excelente para su uso en prótesis óseas, dentales y en 
otras aplicaciones de la medicina.  
En cuanto a las propiedades mecánicas del titanio, estas dependen de su 
pureza. Por lo general el titanio tiene una resistencia baja. Las propiedades 
mecánicas del titanio dependerán del porcentaje de elementos intersticiales que 
se encuentren en él (oxígeno, nitrógeno, carbono e hidrógeno) y también de los 
elementos de aleación presentes.  
Por esto se definen varios grados de titanio comercialmente puro en función del 
contenido de estos elementos (que controlan su resistencia y fragilidad) y del 
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hierro (que afecta a su resistencia a la corrosión). Se definen asimismo 
aleaciones ELI (Extra Low Intersticials) con contenidos muy bajos en elementos 
intersticiales, que garantizan una buena plasticidad y una baja toxicidad. [Gil, et 
al. 2004].  
A continuación podemos observar la clasificación del titanio comercial puro según 
la norma ISO 5832-2, así como las propiedades mecánicas de los diferentes 
grados de titanio c.p.: 
Tabla 2. Clasificación del titanio c.p. según la norma ISO 5832-2. 
 
Tabla 3. Propiedades mecánicas de los cuatro grados de titanio c.p. 
según la norma ISO 5832-2. 
 
IMPLANTES DENTALES ENDOÓSEOS 
El implante dental se trata de un material aplicado quirúrgicamente sobre el 
hueso maxilar. Su función es la de sustituir la raíz natural de uno o más dientes 
perdidos o dañados.  
Estas raíces artificiales o implantes dentales están formados generalmente por 
titanio comercialmente puro y sirven como base o cimiento del dispositivo 
protésico, ya sea una dentadura completa o parcial, un puente o una 
supraestructura dental.  
Estos implantes se pueden clasificar según su forma y su posición. Si se 
clasifican según su posición, existen cuatro tipos: implantes subperióstios (sobre 
el hueso), implantes transóseos (a través del hueso), implantes endoóseos 
(dentro del hueso) e implantes yuxtaóseos (al lado del hueso).  
De esta clasificación, los únicos que se emplean habitualmente son los implantes 
endoóseos, ya que todos los demás han obtenido porcentajes de éxito desigual y 
no son utilizados por los odontólogos [McKinney 1993].  
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Los implantes dentales endoóseos se introducen en el hueso alveolar. Se pueden 
clasificar en dos tipos:  
 Cilíndricos:  
o Por fricción: de superficie no roscada. Algunos pueden incorporar 
agujeros para que el hueso se desarrolle dentro, o pueden estar 
recubiertos de hidroxiapatita para una mayor retención química. No son 
muy usados, debido a su débil anclaje comparado con los roscados.  
o Roscados: de superficie roscada, es decir con aspecto de tornillo. 
Permite una buena unión entre el implante y el hueso, gracias a una 
mayor superficie de contacto [Raspall and Santana 2006]. 
 Láminas perforadas: son láminas de titanio con perforaciones que 
permiten el crecimiento del hueso a través de ellas. Presentan unos pilares 
soldados en los cuales se unirá la prótesis. Se usan en aquellos casos en 
que el hueso alveolar presenta poca anchura para incorporar los implantes 
cilíndricos.  
 




Figura 2. Implante 
dental endoóseo de 
láminas perforadas 
[PW-PER] 
IMPLANTES DENTALES DE TITANIO 
Los implantes dentales deben estar fabricados con un biomaterial que no dañe el 
tejido, por lo tanto se necesita un material biocompatible y lo más parecido al 
hueso, siempre teniendo en cuenta las fuerzas que debe soportar.  
Teniendo en cuenta estas características necesarias, el material que mayor se 
adecua es el titanio comercialmente puro (Titanio c.p.). Este material posee un 
módulo elástico (100-110GPa) inferior a otros materiales como aleaciones de 
base cobalto (220-234GPa) y del acero inoxidable (200-210GPa), lo cual lo hace 
más adecuado para su aplicación que otros materiales, ya que el módulo elástico 
del hueso cortical es de 20 GPa. Este punto es muy importante para la 
distribución de fuerzas en la zona del implante, ya que si no se tiene en cuenta 
podría existir una reabsorción del hueso y por consiguiente el fallo mecánico del 
implante [Planell, et al. 1999].  
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Visto todo esto, podemos agrupar las características necesarias que debe tener el 
biomaterial que formará el implante dental:  
 Biocompatibilidad. 
 Biomaterial inerte: material que no presenta toxicidad para el tejido y que 
no es biológicamente activo.  
 Osteointegración: unión directa del implante con el tejido. No se permite la 
formación de una capsula fibrosa que aisle el implante.  
 Biofuncionalidad: propiedades mecánicas adecuadas teniendo en cuenta el 
tipo de tejido.  
 Resistencia a la corrosión. 
 Procesabilidad.  
 Disponibilidad.  
El titanio c.p. o aleaciones de este, es el material que satisface en mayor grado 
las características necesarias, especialmente por su biocompatibilidad, sus 
propiedades mecánicas y su resistencia a la corrosión. 
2.1.2. QUITOSANO 
La quitina (del griego tunic, envoltura) se encuentra distribuida ampliamente en 
la naturaleza y, después de la celulosa (materia base del papel), es el segundo 
polisacárido en abundancia. 
El Quitosano (C6H11NO4) se puede obtener por dos métodos distintos. El primero 
es mediante la deacetilación de la quitina, la cual se encuentra en los 
exoesqueletos de los insectos e invertebrados marinos (crustáceos tales como los 
cangrejos, las gambas, langostas, etc.), así como también en las paredes 
celulares de ciertos hongos. El otro método para obtener quitosano es mediante 
síntesis química.  
La deacetilación consiste en la eliminación el grupo acetilo. Este proceso incluye 
la sustitución del grupo acetilo por un átomo de hidrógeno. En el siguiente 
esquema se puede apreciar cómo se ha sustituido el grupo acetilo de la quitina 
(CH3CO) por un átomo de hidrógeno, formando así el quitosano.  
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Figura 3. Estructura química de la quitina y del quitosano a partir de la 
deacetilación de la primera. 
El Quitosano se trata de una molécula bioactiva que posee la capacidad de inhibir 
la proliferación bacteriana y/o matar las bacterias. Posee además otras 
características interesantes, tales como la biodegradabilidad, no toxicidad y como 
ya se ha comentado, la más importante es su actividad antimicrobial.  
La actividad antimicrobial ha sido demostrada frente a bacterias, hongos 
filamentosos y levaduras. Esta molécula tiene un espectro ancho de actividad y 
un ratio de mortalidad elevado en frente de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Además no tiene un efecto tóxico en frente a células madre [Kong, et 
al. 2010].  
La quitina es altamente hidrofóbica e insoluble en agua y en la mayoría de 
solventes orgánicos. El Quitosano en cambio es soluble en ácidos diluidos como 
el ácido acético, el ácido fórmico, etc., e insoluble en ambiente neutro y alcalino 
[Ravi 2000]. 
Tanto la quitina como el quitosano se incorporan en el grupo de los 
heteropolímeros, es decir, son compuestos formados a partir de subunidades 
diferentes, así como una proteína está compuesta por varias subunidades de 
aminoácidos.  
ACTIVIDAD ANTIMICROBIAL DEL QUITOSANO Y SUS DERIVADOS 
La eficacia bactericida del quitosano depende de múltiples factores. Estos 
factores se pueden clasificar en cuatro grupos:  
1. Factores microbiológicos:  
a) Especies microbianas: aunque el quitosano tiene un ancho 
espectro de actividad antimicrobial, exhibe una eficiencia 
diferente en frente de diferentes tipos de hongos y bacterias 
Gram-positivo y Gram-negativo. Basándose en las evidencias, el 
quitosano presenta una mayor actividad antimicrobial en frente a 
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las bacterias que con los hongos. La actividad antifúngica mejora 
con bajos valores de pH.  
b) Edad celular: se refiere al punto donde se encuentra el ciclo de 
vida del microorganismo. Por lo tanto se puede afirmar que para 
una especie microbial dada, su edad celular puede influir a la 
eficacia antimicrobial del quitosano en frente de ella [Kong, et al. 
2010].  
2. Factores intrínsecos del quitosano:  
a) Densidad de carga positiva: una mayor densidad de carga 
positiva conduce a una interacción electrostática más fuerte. La 
carga positiva está asociada al grado de deacetilación (DD) o al 
grado de sustitución (DS) del quitosano. 
b) El quitosano con un alto DD (97,5%) conduce a una mayor 
densidad de carga positiva, lo cual proporciona una actividad 
antibacteriana más fuerte que con un DD moderado (83,7%) en 
frente a Staphylococcus aureus (S.aureus) con un pH de 5.5 
[Kong et al., 2008].  
c) En referencia a los derivados del quitosano, la actividad 
antimicrobial depende mayoritariamente del DS.  Una 
investigación de la actividad de derivados del quitosano en frente 
a Escherichia coli (E.coli) y S.aureus, ha revelado que la eficacia 
es afectada por el DS de los disacáridos y por el tipo de 
disacárido presente en la molécula [Yang, et al. 2005]. El mismo 
estudio ha revelado que independientemente del tipo de 
disacárido unido a la molécula, un DS de 30-40% en general, 
produce una mayor actividad antibacteriana en frente de E.coli y 
S.aureus.  
d) Peso molecular (Mw): Aún no hay estudios que reflejen la 
importancia de este factor sobre la capacidad antimicrobiana del 
quitosano, ya que muchos de ellos se contradicen. Pero si que se 
ha podido observar que el quitosano de bajo peso molecular 
(LMw _ 4.6 kDa) muestra una mejor actividad en contra de 
bacterias, levaduras y hongos [Tikhonov, et al. 2006]. 
e) Hidrofilicidad e hidrofobicidad: se trata de unas características a 
tener en cuenta a la hora de determinar la capacidad 
antimicrobial del quitosano. Se ha visto que su característica 
hidrofóbica es favorables para la interacción entre la molécula de 
polímero y la pared celular, ya que provoca un efecto inhibitorio 
[Hu, et al. 2007].  
f) Capacidad quelante: se trata de la capacidad del quitosano de 
formar complejos con iones de metales pesados, el cual posee 
una alta capacidad quelante con los siguientes iones: Ni2+, Zn2+, 
Co2+, Fe2+, Mg2+ y Cu2+, en condiciones ácidas. El complejo 
metálico del quitosano ejerce una fuerte actividad antimicrobial.  
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3. Estado físico:  
a) Actividad antimicrobial en estado soluble: al estar todo o la 
mayor parte del quitosano en contacto con los microorganismos, 
esto provoca que la efectividad a la hora de inhibir el crecimiento 
bacteriano sea muy elevada. El pH tiene un papel importante 
para el quitosano soluble, ya que tiene una relación muy fuerte 
con su solubilidad, por consiguiente también influye en su 
capacidad antimicrobial.  
b) Capacidad antimicrobial en estado sólido: a diferencia del 
anterior, el quitosano sólido sólo entrará en contacto con la 
solución a través de la superficie, con la forma de fibras, 
membrana, hidrogel, microesfera y nanopartícula. Aun así, la 
actividad inhibitoria dependerá de múltiples factores, así como la 
morfología y las características del quitosano sólido. Otros 
factores que influyen serán la hidrofobicidad y la hidrofilicidad.  
4. Factores ambientales: 
a) pH: el pH no sólo es importante por el hecho de que es quitosano 
sólo es soluble en un ambiente ácido, sino que se ha comprobado 
que muestra un mayor efecto inhibitorio con un pH más bajo, y 
un menor efecto antimicrobial a medida que el pH va 
aumentando [Kong, et al. 2008].  
b) Fuerza iónica: alterar la fuerza iónica puede modificar la 
actividad inhibitoria del quitosano, ya que por una parte modifica 
la capacidad quelante del mismo y por otra parte, los cationes 
presentes en el medio (en el quitosano policatiónico) pueden 
interactuar con los componentes cargados negativamente de la 
pared bacteriana, disminuyendo así su capacidad antimicrobial.  
c) Temperatura y tiempo: durante el almacenamiento del quitosano 
algunas de sus características se pueden ver afectadas, así como 
su viscosidad o el peso molecular. Generalmente, las soluciones 
de quitosano recién preparadas presentan una mayor actividad 
antimicrobial que después de almacenarlas quince semanas. El 
quitosano almacenado a 25oC posee una actividad antibacteriana 
menor comparado con el quitosano almacenado a 4oC.  
El quitosano dispone de multitud de aplicaciones en diferentes áreas. Es 
utilizado, por ejemplo, en el área de los cosméticos se utiliza para aprovechar 
sus propiedades antifúngicas. Estas propiedades también se utilizan en el área de 
la alimentación y la nutrición para inhibir la incorporación de bacterias en la 
comida. También se utilizada el quitosano para dar una mayor resistencia al 
papel si se moja. En definitiva, existen multitud de aplicaciones del quitosano en 
diferentes áreas, pero la que parece más clara y nos interesa más para este 
estudio, son sus aplicaciones en el campo de la biomedicina.     
En el área de la biomedicina cabe destacar su aplicación como piel artificial, es 
decir, personas que han sufrido algún accidente o quemaduras graves, pueden 
estar expuestas a infecciones a pérdidas importantes de fluidos corporales, 
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entonces se propuso el diseño de una piel artificial, aplicada para un tiempo 
prolongado y gracias a la capacidad biodegradable, permite la formación de 
nuevo tejido. Otras aplicaciones similares podrían ser la fabricación de vendajes 
con este material, aprovechando sus capacidades antimicrobiales.  
Otras muchas aplicaciones en biomedicina están siendo desarrolladas, así como 
la utilización del nanopartículas de quitosano que contienen fármacos para la 
liberación controlada de medicamentos a un paciente. Esta técnica tiene muchas 
ventajas con respecto a la forma tradicional de suministrar los medicamentos, ya 
que permite tener en todo momento una dosis de fármaco controlada 
aplicándose según las necesidades de cada paciente. 
Otra posible aplicación, y la que vamos a estudiar en este caso, es aplicar el 
quitosano sobre las superficies de los implantes o prótesis para impedir o 
controlar las infecciones tan comunes en estos casos, aprovechando las 
capacidades antimicrobiales del quitosano.    
2.1.3. XEROGEL DE SILICA 
Los implantes metálicos se utilizan comúnmente para reconstruir tejidos dañados 
del cuerpo humano en el área ortopédica y dental, gracias a sus excelentes 
propiedades mecánicas.  
La bioactividad de estos implantes metálicos puede ser mejorada mediante 
recubrimientos en la superficie del mismo. Los xerogeles de silica son ideales, ya 
que pueden ser sintetizados a temperatura ambiente mediante el proceso 
conocido como sol-gel. A parte de esta ventaja, también poseen otras 
características que pueden hacer que sea un recubrimiento muy interesante para 
aplicaciones biomédicas [Jun, et al. 2011]. 
Características xerogel silica:   
 Ventajas: alta porosidad, poros nanoestructurados, bioresorbabilidad.  
 Inconvenientes: frágil, poco control en la liberación de sustancias 
incorporadas.  
Debido a la alta fragilidad que presenta este tipo de recubrimientos, 
normalmente se utilizan en combinación con otro material polimérico. En este 
caso se utiliza en combinación con el quitosano, lo cual permitirá que el 
recubrimiento sea mucho más estable, resistente y biodegradable.  
PROCESO SOL-GEL 
El xerogel se forma mediante el proceso sol-gel. En la transición sol-gel, la 
solución se convierte en una masa rígida y porosa mediante desestabilización, 
precipitación o supersaturación [Martínez, et al. 1999].  
Los precursores más utilizados para llevar a cabo este proceso son los alcóxidos 
metálicos. Una vez se han mezclado estos precursores con agua, alcohol y un 
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catalizador (pueden ser ácidos o bases), se producen las tres reacciones 
generalmente usadas para describir el proceso sol-gel [Chen 2000]. Las 
reacciones son las siguientes:  
 
Hidrólisis 








                               (3) 
Hidrólisis 
Dónde R representa a un grupo alquilo (CXH2X+1). 
La reacción de hidrólisis (Ec.1) reemplaza los grupos alcóxidos (OR) por grupos 
hidroxilos (OH). Las siguientes reacciones de condensación relativas a los grupos 
silanol (Si-OH), producen enlaces siloxanos (Si-O-Si), más subproductos alcohol 
(ROH) (Ec.2) o agua (Ec.3). En la mayoría de casos, la etapa de condensación 
empieza antes de que la hidrólisis termine. El alcohol utilizado en la reacción, 
aparte de ser un solvente, puede participar en las reacciones de esterificación o 
alcohólisis (reverso de las ecuaciones 1 y 2 respectivamente).  
El precursor utilizado en este proyecto para la realización del proceso sol-gel es 
el ortosilicato de tetraetilo (TEOS), el cual tiene la siguiente formulación: 
Si(OC2H5)4 [Brinker and Scherer 1990]. 
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Existen muchas técnicas que permiten la deposición de las películas delgadas 
realizadas mediante la técnica sol-gel. Las técnicas más utilizadas son el “dip 
coating”, el “spin coating” y el “meniscus coating”.  
En este proyecto se han recubierto las muestras de titanio mediante la técnica de 
“dip coating”.  Esta técnica permite recubrir materiales con geometrías muy 
diversas. Se basa fundamentalmente en la inmersión de la muestra a tratar 
dentro del gel o fluido que queremos que forme el recubrimiento. Una vez 
sumergido, se empieza a sacar la muestra del fluido o gel a una velocidad muy 
lenta y controlada. Una vez se ha recubierto la muestra deseada, se deja reposar 
para el secado y evaporación del recubrimiento.  
 
Figura 6. Proceso de recubrimiento mediante la técnica "dip-coating". 
2.2. BACTERIAS IMPLICADAS 
La colonización bacteriana de la superficie del implante conduce a la presencia de 
cambio inflamatorios reversibles de los tejidos blandos circundantes 
denominados mucositis y periimplantitis. La mucositis se trata de la inflamación 
del tejido blando que rodea al implante dental, sin signos de pérdida del hueso 
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de soporte. La periimplantitis, en cambio, se refiere a la inflamación del tejido 
blando que rodea al implante dental, con signos de pérdida del hueso de soporte. 
A continuación se detalla el procedimiento por el cual es formado un biofilm 
bacteriano, y por consiguiente conduce a la periimplantitis. Las cepas estudiadas 
en este proyecto son Streptococcus Sanguinis y Lactobacillus Salivarius, ya que 
forman parte de la flora bacteriana bucal.  
2.2.1. BIOFILM BACTERIANO 
La superficie del implante es susceptible de infecciones debido a la formación de 
un biofilm en su superficie. Un biofilm o biopelícula se trata de un ecosistema de 
microorganismos, unidos sobre una superficie viva o artificial. Este biofilm 
protege a las bacterias del sistema de defensa del cuerpo, con lo cual la habilidad 
inmunológica se ve dañada. Este mecanismo de defensa tan reducido, facilita la 
colonización bacteriana y por lo tanto se infecta el tejido [Dunne 2002].  
 
Figura 7. Representación esquemática de la formación de un biofilm 
bacteriano. 
La figura 7 nos muestra todas las etapas de formación de un biofilm bacteriano. 
Las diferentes etapas son las siguientes: 
A) Las proteínas del paciente son adheridas rápidamente sobre la superficie 
del implante y forma un buen sustrato para las bacterias que se 
encuentran en el medio. 
B) Las bacterias depositadas sobre el implante, reclutarán más bacterias que 
se encuentren en el medio e irán proliferando. 
C) Las bacterias adheridas cambiarán su expresión genética y empezarán a 
formar la sustancia extracelular, la cual será el principal componente del 
biofilm. 
D) El biofilm crece lentamente y se van formando microcolonias dentro de él. 
E) Finalmente, se empiezan a romper pequeñas partes del biofilm y las 
bacterias pueden escapar, dirigiéndose a invadir otra superficie del 
implante [Knetsch and Koole 2011].  
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2.2.2. STREPTOCOCCUS SANGUINIS  
Se trata de una bacteria gram-positiva que constituye una parte importante de la 
flora microbiana normal del ser humano y de otros animales. Es la primera 
bacteria en colonizar la superficie dental, donde funciona como un pionero 
formando la placa dental (colonizador primario), lo cual conduce a la aparición de 
caries dentales, enfermedades periodontales y alteraciones en la restauración 
dental [Yamaguchi, et al. 2006]. 
Esta bacteria se encuentra mayoritariamente en el surco gingival de los dientes, 
es decir, en el espacio que se forma entre la encía y la corona del diente 
[Maestre 2002]. 
 
Figura 8. Diferentes partes que conforman el diente humano. Se 
aprecia el surco gingival. 
2.2.3. LACTOBACILLUS SALIVARIUS 
Se trata de una bacteria gram-positiva y tiene un metabolismo 
homofermentativo, es decir, sólo producen ácido láctico a partir de los azúcares.  
Este organismo se integra en el grupo de anaerobios facultativos, lo cual significa 
que pueden crecer en presencia o ausencia de oxígeno. Esta característica le 
permite que pueda vivir y desarrollarse en diferentes partes del cuerpo humano, 
entre ellas encontramos la boca, el intestino y la vagina [Daily 2007]. 
Puede encontrarse en distintos lugares de la boca como es la lengua, sobre los 
dientes etc., siendo mayor su presencia en la saliva. Esta bacteria juega un papel 
muy importante para mantener el equilibrio de la placa dento-bacteriana, de la 
cual es un colonizador secundario. 
La producción de ácido láctico hace que su ambiente sea ácido, lo cual inhibe el 
crecimiento de bacterias dañinas para la flora bucal. Este ambiente ácido que 
provoca (disminución del pH bucal) puede provocar un daño importante al 
implante dental, así como a su tejido adyacente. 
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2.3. RECUBRIMIENTOS ANTIBACTERIANOS    
SOBRE IMPLANTES DE TITANIO 
Cada vez son más comunes los implantes de titanio en la industria biomédica, 
debido a su buena biocompatibilidad y a sus propiedades mecánicas. Aún así, 
existe una preocupación en cuanto al uso de estos implantes a largo plazo, ya 
que pueden sufrir infecciones que pueden producir el fallo del implante y por 
consiguiente, problemas en la salud del paciente. Debido a esta creciente 
utilización de los implantes de titanio, también se estudian nuevos métodos que 
permitan tratar a este material, de manera que tenga propiedades 
antibacterianas.  
Para evitar esta adhesión bacteriana sobre el implante de titanio una vez 
implantado, se han desarrollado diversas técnicas o recubrimientos. Un requisito 
esencial de estos recubrimiento, es que no debe impedir la unión del tejido con el 
implante en cuestión. Algunas de las técnicas existentes son las siguientes:  
1. Recubrimientos cargados con antibióticos 
 
Mediante este tipo de recubrimientos se consigue aplicar el antibiótico 
justo en el lugar de interés, es decir, el sitio donde es posible que se 
produzca la infección. El problema de estos recubrimientos, es el tiempo 
de liberación del fármaco, ya que se requiere de un tiempo de liberación 
muy controlado dependiendo de la zona en que se implante que a veces 
no se puede conseguir. Otro problema es la resistencia que aparece 
enfrente de los antibióticos.  
Los antibióticos se pueden incorporar en diferentes tipos de 
recubrimientos, así como en fosfato de calcio, ácido poli(D,L-láctico) y 
nanotubos de titanio.  
En cuanto a los antibióticos más utilizados encontramos los siguientes: 
vancomicina y gentamicina [Stitger, et al. 2004]. 
 
2. Recubrimientos que contienen agentes antimicrobiales 
 
 Agentes antimicrobiales orgánicos: la aplicación de estos agentes son 
interesantes debido al bajo riesgo de provocar resistencia, así que se 
pueden aplicar durante un tiempo relativamente largo. Sin embargo, 
algunos estudios apuntan a que estos agentes pueden provocar daño 
celular, así que no está del todo clara su biocompatibilidad.  
Algunos de los más utilizados son la clorohexidina, hexetidina, 
delmopinol, y triclosano, entre otros.  
 
 Agentes antimicrobiales inorgánicos: se trata de una alternativa muy 
atractiva ya que poseen muchas ventajas como una buena actividad 
antibacteriana, excelente biocompatibilidad y muy buena estabilidad. 
Entre muchos otros dopantes, la plata es el más conocido y más 
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utilizado para esta aplicación. Permite inhibir la adhesión bacteriana sin 
comprometer la actividad de los osteoblastos o de las células 
epiteliales. [Zhao, et al. 2009]. 
 
3. Recubrimientos resistentes a la adhesión 
 
Las características superficiales de los implantes así como la rugosidad 
superficial, la hidrofilicidad, energía superficial, potencial superficial y la 
conductividad, juegan papeles esenciales en la adhesión inicial de las 
bacterias sobre el implante. Una modificación de esta superficie puede 
impedir la adhesión bacteriana. 
 
 Modificación de las propiedades físicas y químicas de la superficie: 
mediante la irradiación por ultravioleta se puede inducir a un 
incremento de la humectabilidad de la superficie de titanio, lo cual 
permite inhibir la adhesión bacteriana sobre la superficie del implante 
[Watanabe, et al. 1999]. 
Una superficie anti-adhesiva también se puede lograr cambiando la 
estructura cristalina de la capa de óxido superficial del titanio. Una 
estructura del tipo anatasa reduce la adhesión bacteriana [Fujishima 
and Honda 1972]. 
 
 Recubrimientos de polímeros anti-adhesivos: algunos polímeros como 
el polimetilmetacrilato (PMMA) y el polietilenglicol (PEG) reducen la 
adhesión bacteriana en la superficie del implante. Se ha visto también 
que dañan las funciones de los osteoblastos, pero pueden ser 
recuperadas mediante la inmovilización de moléculas bioactivas,  como 
los péptidos RGD para promover la adhesión celular [Zhang, et al. 
2008]. 
 
4. Biofuncionalización mediante polímeros bioactivos antibacterianos  
 
Algunas moléculas bioactivas, así como el quitosano y el ácido hialurónico, 
poseen la habilidad de inhibir la proliferación bacteriana o matar a las 
propias bacterias.  
Las películas de quitosano mejoran la unión y el crecimiento de los 
osteoblastos. Combinando la buena unión de los osteoblastos y la 
habilidad para inhibir la proliferación bacteriana, hacen del quitosano un 
polímero perfecto para utilizar como recubrimiento de los implantes de 
titanio.  
La unión de varios materiales permite combinar las diferentes propiedades 
de cada uno. Por ejemplo, se han utilizado varios compuestos como 
fosfato de calcio junto con quitosano, o ácido hialurónico junto con 
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5. Recubrimientos que liberan monóxido de nitrógeno (NO) 
El monóxido de nitrógeno se trata de una molécula común en multitud de 
procesos biológicos así como la transmisión neuronal, vasodilatación, 
angiogénesis, cicatrización de heridas y fagocitosis. Se ha demostrado que 
NO a bajas concentraciones tiene capacidad antibacteriana [Mancinelli and 
McKay 1983].  
2.4. TÉCNICAS UTILIZADAS 
2.4.1. ANÁLISIS COMPOSICIONAL 
Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) 
En la espectroscopia de infrarrojos, la radiación infrarroja (IR) pasa a través de 
la muestra a estudiar. Parte de esta radiación es absorbida por la muestra, 
mientras que la otra parte pasa a través de ella (transmitida). El espectro 
resultante representa la transmisión y la absorción molecular, creando un 
espectro molecular característico de cada muestra.  
 
Figura 9. Modo de acción de un equipo FTIR. 
El espectro de infrarrojos representa los picos de absorción, los cuales 
corresponden a las frecuencias de vibración que existen entre los enlaces de los 
átomos del material estudiado.  
El equipo mide todas las frecuencias simultáneamente y por lo tanto se obtienen 
multitud de señales individuales. Mediante la transformada de Fourier se 
decodifican todas estas señales individuales y se transforman e interpretan en un 
espectro ideal para su posterior análisis [Nicolet 2001].  
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Figura 10. Pasos que sigue el equipo de FTIR desde que envía la luz 
IR hasta que obtiene el espectro. 
Espectroscopia de energía dispersada (EDS) 
Este equipo se trata de un detector acoplado al microscopio electrónico de 
barrido (SEM). La muestra de estudio se somete a un haz de electrones, lo cual 
produce una variedad de emisiones, entre las cuales se encuentran los rayos-X. 
Entonces el detector de EDS detecta los rayos-X característicos de los diferentes 
elementos que contiene la muestra, y los representa en un espectro de energía 
[PW-SER]. 
El haz de electrones excita los átomos de la muestra y seguidamente se generan 
los rayos-X detectados por el EDS, para descargar el exceso de energía [PW-
CRA]. 
 
Figura 11. Formación de rayos-X al emitir un haz de electrones sobre 
la muestra [PW-EAG]. 
El equipo de EDS se utiliza para estudiar la composición química de muestras que 
pueden llegar a tener dimensiones menores que un punto de un micrómetro de 
diámetro. También sirve para obtener un mapeado de la superficie de la 
muestra, y así poder tener información de la composición de cada zona.  
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Figura 12. Detector EDS utilizado. 
2.4.2. ANÁLISIS DE LA MORFOLOGÍA Y RUGOSIDAD 
Interferometría de luz blanca 
El interferómetro permite el análisis topográfico y visualización de estructuras 3D 
con una resolución vertical de 1 nm y resoluciones laterales por debajo de 400 
nm. Utiliza dos métodos de medida: interferometría de escaneo vertical (VSI) 
para muestras rugosas, e interferometría de desplazamiento de fase (PSI) para 
muestras lisas. En este caso se ha utilizado la metodología VSI.  
 
Figura 13. Interferómetro utilizado para el análisis de la topografía. 
En un perfilador óptico, la luz blanca pasa a través de un divisor del haz de luz, 
el cual la dirige sobre la superficie de la muestra y sobre un espejo de referencia. 
Cuando la luz reflejada de estas dos superficies se recombina, se forma un 
patrón de interferencia con muchas franjas y ondulaciones. El máximo contraste 
de estas franjas se consigue con un mejor enfoque para cada posición de la 
muestra. Una vez se consigue el patrón de interferencias deseado y con mayor 
enfoque, se captura la imagen durante un intervalo de tiempo y se procesa con 
el software adecuado [Devillez, et al. 2004].  
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Figura 14. Esquema de un interferómetro VSI [Devillez, et al. 2004]. 
Equipo de microscopía electrónica de barrido de emisión de campo (FE-
SEM) 
Este equipo permite la observación y la caracterización de materiales en la escala 
nanométrica y micrométrica. Se trata de un microscopio que utiliza electrones en 
vez de luz para formar la imagen. 
El equipo de SEM utiliza un haz de electrones focalizado de alta energía, para 
generar una variedad de señales sobre la superficie del solido a estudiar. Las 
señales que derivan de las interacciones entre la muestra y los electrones, 
revelan información sobre la muestra, así como su morfología externa, 
composición química, estructura cristalina y la orientación de los materiales que 
forman la muestra [PW-SER]. 
 
Figura 15. Equipo FE-SEM utilizado. 
El equipo SEM utilizado, trabaja utilizando como fuente de electrones un cañón 
de emisión de campo (Fiel Emission Gun, FEG), el cual proporciona haces de 
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electrones de alta y baja energía más focalizados. Esto permite mejorar la 
resolución espacial, minimizar cargas sobre el espécimen a observar y causar un 
daño menor en muestras sensibles [PW-ICM]. 
 
Figura 16. Esquema de las diferentes partes de un equipo FE-SEM 
[PW-PUR]. 
La figura 16 nos muestra el funcionamiento simplificado de un equipo FE-SEM. 
En lo alto del microscopio tenemos el cañón de electrones que genera el haz de 
electrones de alta y baja energía. El haz de electrones sigue un camino vertical a 
través del microscopio, siempre en condición de vacío. A continuación el haz 
viaja a través de campos electromagnéticos y lentes, los cuales focalizan el haz 
hacia la muestra. Una vez el haz golpea con la muestra, salen disparados de la 
muestra electrones y rayos-X. La detección de esta energía que sale disparada, 
se convierte en una señal y nos forma la imagen [PW-PUR].  
 
Figura 17. Tipos de electrones y rayos-X que salen dispersados en 
chocar en haz de electrones sobre la muestra [PW-PUR]. 
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2.4.3. ANÁLISIS DE LA MOJABILIDAD 
Ángulo de contacto 
Para analizar la mojabilidad que tiene una superficie se utiliza el método de 
ángulo de contacto. Mediante este método, obtenemos información sobre si una 
superficie es hidrofílica o hidrofóbica, lo cual será un dato muy interesante para 
caracterizar, en este caso, el recubrimiento obtenido.  
El ángulo de contacto se puede medir tirando una gota de un líquido (en este 
caso será agua destilada) sobre un sólido. De esta manera se contabiliza la 
energía entre las tres interfaces presentes: sólido-vapor (YSV), sólido-líquido (YSL) 
y líquido-vapor (YLV) [Park and Lakes 2007]. 
De esta manera el ángulo de contacto (θ) se puede determinar mediante la 
ecuación de Young que se muestra a continuación: 
                  (4) 
En la figura 18 se puede observar cómo quedaría representado este sistema. 
 
Figura 18. Esquema de un sistema de ángulo de contacto [PW-FAC]. 
Otra forma de medir este ángulo de contacto es mediante el sistema de ajuste 
por círculo. Este cálculo se realiza mediante un software, el cual supone que el 
contorno de la gota forma parte de un círculo perfecto. Entonces se realiza el 
método de mínimos cuadrados utilizando todos los puntos de la gota y se dibuja 
el círculo perfecto. Una vez obtenido el círculo, se dibujan las rectas tangentes a 
la gota por las dos bandas (cortando por la superficie de contacto). La figura 19 
nos muestra el ángulo de contacto calculado utilizando este método. 
 
Figura 19. Ángulo de contacto tomado mediante el método de ajuste 
por círculo. 
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2.4.4. ANÁLISIS NANOPARTÍCULAS DE PLATA 
Microscopio electrónico de transmisión (TEM) 
Este equipo permite determinar la estructura interna detallada de materiales, 
incluidos materiales biológicos. Las muestras a estudiar deben ser preparadas 
con espesores muy pequeños, ya que se tiene que permitir el paso de los 
electrones a través de ellos. Para esto el equipo TEM utiliza electrones para 
poder determinar información morfológica, composicional y cristalográfica de la 
muestra a estudiar [PW-MIC]. 
En la figura 20 se representan las zonas que podemos encontrar dentro de un 
TEM para el análisis de las muestras. Primero de todo, en la parte superior del 
equipo, tenemos un cañón que emite electrones, los cuales viajan por la columna 
del TEM en condición de vacío. A continuación se encuentran unas lentes 
electromagnéticas que focalizan los electrones en un haz muy delgado. Entonces 
el haz de electrones pasa a través de la muestra que se desea analizar. 
Dependiendo de la densidad del material, algunos electrones son dispersados y 
desaparecen del haz. Al final del microscopio, los electrones dispersados golpean 
una pantalla fluorescente, la cual nos proporciona una imagen con sombras. 
Estas sombras representan elementos del material estudiado con diferentes 
densidades. A partir de aquí el operario puede estudiar la muestra directamente 
o se pueden realizar capturas mediante una cámara [PW-NOB]. 
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3.1. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
Los discos de titanio se han adquirido directamente cortados por el taller 
mecánico del departamento de Ciencia de Materiales e Ingeniería Metalúrgica 
(CMEM). Los discos tienen un diámetro de 10 mm y un grosor de 
aproximadamente 2 mm. 
Encastación de las muestras 
Los discos de titanio se encastan (LaboPress-3, Struers, EEUU) en baquelita 
negra, en grupos de 5 discos por baquelita. La fuerza utilizada es de 16 N, con 
un tiempo de calentamiento de 6 minutos a 180˚C y un tiempo de enfriamiento 
de 3 minutos. La encastación se realiza para que todas las muestras tengan un 
pulido uniforme. 
Proceso de pulido 
El proceso de pulido se realiza mediante una pulidora automática (RotoPol-31, 
Struers), a la cual se le pueden acoplar seis baquelitas.  
Se inicia el pulido con unos paños de carburo de silicio (Buehler, EEUU). La 
secuencia seguida para el pulido de todas las muestras de titanio es la siguiente: 
 P600 (25,8μm de tamaño de partícula): 10N, 15 min, 300 rpm.  
 P800 (20μm de tamaño de partícula): 10N, 10 min, 300 rpm. 
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 P1200 (15,3μm de tamaño de partícula): 15N, 30 min, 150 rpm. 
 P2500 (10μm de tamaño de partícula): 10N, 40 min, 150 rpm. 
 Paño de terciopelo (Alúmina 1µm): 10N, 60 min, 300 rpm. 
 Paño de terciopelo (Alúmina 0,05µm): 10N, 45 min, 300 rpm.  
Extracción de las muestras 
Se realizan unos cortes en el plano frontal de la baquelita y lo más cerca posible 
de los discos de titanio. Una vez los cortes realizados rodean la baquelita, se 
hace palanca mediante un destornillador para ir sacando uno a uno los discos de 
titanio.  
Limpieza de las muestras 
La limpieza de las muestras se lleva a cabo mediante ultrasonidos y se procede 
con el orden siguiente:  
 15 min acetona. 
 15 min etanol. 
 15 min agua destilada.  
Una vez finalizado el proceso de limpieza, se secan las muestras con aire 
comprimido y se colocan en pocillos cerrados. 
3.2. ACTIVACIÓN POR PLASMA 
La activación por plasma se ha realizado con un equipo de plasma de baja 
presión y baja temperatura con formación de plasma por radio frecuencia 
(13,56MHz) (Santadard Plasma System Femto, Diener, Alemania), situado en el 
departamento de Ciencia de Materiales e Ingeniería Metalúrgica (CMEM) de la 
UPC. 
 
Figura 21. Equipo de plasma utilizado. 
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Con el fin de incrementar la fuerza de adhesión que existirá entre el 
recubrimiento y la muestra de titanio, se activa la superficie de titanio mediante 
plasma.  
La activación nos dará como resultado una superficie de titanio más reactiva, por 
lo tanto permitirá la formación de enlaces con el polímero introducido 
posteriormente en la etapa de “dip-coating”. 
Tabla 4. Parámetros utilizados para la activación por plasma. 
 Parámetros 
Vacío inicial de la cámara Hasta 0,10mbar 
Gas  Argón 
Duración entrada de gas 1 min, hasta presión de 0,4mbar 
Potencia plasma 100W 
Duración plasma 5 min 
Ventilación final 45 s (hasta presión atmosférica) 
 
 
Figura 22. Color característico del plasma. 
3.3. RECUBRIMIENTO SOBRE EL TITANIO 
3.3.1. SOLUCIÓN XEROGEL DE SILICA 
Para la realización del xerogel de silica se han utilizado los siguientes reactivos: 
 Ortosilicato de tetraetilo (TEOS) ≥99.0% (Sigma-Aldrich, EEUU). 
 Ácido clorhídrico (HCl) al 37% (Panreac, España).  
 Etanol al 96% parcialmente desnaturalizado (Panreac). 
 Agua destilada por osmosis inversa (Milli-Q, Merck Millipore, Alemania).   
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La relación de ratio molar entre los reactivos es la siguiente:   
 
   
    
      (5) 
 
   
    
   (6) 
 
      
    
   (7) 
El procedimiento seguido para obtener el xerogel de silica fue el descrito a 
continuación: 
1. Poner todo el material y reactivos necesarios dentro de la campana de 
evacuación de gases, debido a la peligrosidad que puede presentar el TEOS y 
el HCl.  
2. Incorporar en un vaso de precipitados la cantidad de etanol necesaria, según 
las relaciones anteriores.  
3. Incorporar seguidamente la cantidad necesaria de TEOS (siempre con guantes 
y gafas de protección).  
4. Empezar a mezclar con la ayuda de un agitador magnético e incorporar 
seguidamente el HCl necesario para catalizar la reacción.  
5. Dejar la reacción agitándose durante 10 minutos. 
6. Seguidamente incorporar el agua destilada. 
7. Remover mediante un agitador magnético a una velocidad de 750 rpm 
durante 1 hora.  
 
Figura 23. Preparación de la solución xerogel de silica (izquierda). 
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3.3.2. SOLUCIÓN DE QUITOSANO 
Los reactivos utilizados para la obtención del quitosano son los siguientes: 
 Quitosano en polvo, de peso molecular medio: 190.000-300.000 Da 
(Sigma-Aldrich). 
 Ácido acético glacial, químicamente puro (Panreac). 
 Agua destilada por osmosis inversa (Milli-Q, Merck Millipore).  
La composición que deberá tener la solución para poder formar el producto 
deseado es la que se muestra a continuación: 
 Quitosano en polvo: 1% 
 Ácido acético glacial: 1% 
 Agua destilada: 98%  
Procedimiento seguido para obtener una solución homogénea: 
1. Se introduce el agua destilada en un vaso de precipitados. 
2. A continuación se pesa con una balanza, la cantidad necesaria de quitosano 
en polvo.  
3. Se introduce el quitosano y el ácido acético dentro del vaso de precipitados 
que contiene agua.  
4. Se mezcla todo hasta que quede completamente homogéneo. 
5. A veces la solución no se homogeniza del todo, en este caso se ha utilizado 
un agitador magnético para mezclar completamente todos los productos.  
 
Figura 24. Quitosano 
en polvo. 
 
Figura 25. Solución 
de quitosano. 
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3.3.3. DIP-COATING 
El recubrimiento sobre el titanio se ha realizado mediante el proceso de “dip-
coating”. Para el posterior estudio del recubrimiento se realizan tres condiciones 
diferentes. Las tres condiciones que se realizan son: 
 Recubrimiento de quitosano 100%. 
 Recubrimiento con 90% de quitosano y 10 % de xerogel de silica. 
 Recubrimiento con 50% de quitosano y 50% de xerogel de silica.  
Estas tres condiciones se realizan con tal de poder estudiar posteriormente cómo 
es la capa obtenida, su adhesión con el titanio y su efecto antibacteriano.  
Para poder realizar el “dip-coating”, primero de todo tenemos que mezclar las 
soluciones de xerogel de silica y de quitosano. Para mezclarlo utilizamos tres 
vasos de precipitados. En uno de ellos podemos la cantidad que necesitemos 
(dependiendo del número de muestras a las que se vaya a hacer el 
recubrimiento) de quitosano. En el segundo ponemos nueve partes de quitosano 
y una de xerogel de silica. En el último se pondrá la mitad de cada solución.  
Una vez tenemos las tres concentraciones preparadas, mezclamos bien cada una 
de ellas para que se homogenice perfectamente la solución resultante.  
A continuación, con la ayuda de una pipeta, cogemos 2,6 ml de cada solución y 
los insertamos dentro de tres pocillos diferentes (placa de 48 pocillos).  
Lo que viene a partir de este punto ya es propiamente el proceso de “dip-
coating”, ya que todo lo anterior son los pasos necesarios para poder obtener las 
concentraciones deseadas en cada recubrimiento.  
El “dip-coating” consiste en cinco etapas claramente diferenciadas: 
1. Inmersión: la muestra se sumerge dentro de la solución que formará el 
recubrimiento a una velocidad constante. 
2. Inicio del proceso: la muestra se deja dentro de la solución durante unos 15-
30 segundo y a continuación se empieza a sacar muy lentamente. 
3. Deposición: la capa se va depositando sobre la muestra a medida que se va 
tirando de ella hacia arriba. Para ir retirando la muestra de la solución, se 
sujeta por los laterales con la ayuda de unas pinzas metálicas, de tal forma 
que no se interfiere en la formación de la capa. Se tira de la muestra a una 
velocidad constante y lenta para evitar tensiones no deseadas. La velocidad a 
la que saquemos la muestra determinará el grosor de la capa depositada (a 
mayor velocidad, la capa será más delgada). En este caso se ha utilizado una 
velocidad de retirada de la muestra de 10 mm/min aproximadamente.  
4. Drenaje: el líquido que no forma el recubrimiento, va cayendo poco a poco de 
nuevo dentro de la solución.  
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5. Evaporación: el disolvente se empieza a evaporar del líquido, formando la 
capa deseada sobre el titanio. Para solventes volátiles, como es el caso del 
etanol que tenemos en la solución de xerogel de silica, la evaporación 
empieza durante los pasos de deposición y drenaje.   
 
Figura 26. Pocillos en los cuales se realiza el dip-coating. 
Una vez tenemos la capa depositada sobre la muestra de titanio, ponemos todas 
las muestras tratadas dentro de los pocillos y las dejamos secar a temperatura 
ambiente.  
3.3.4. ESTABILIZACIÓN DEL RECUBRIMIENTO 
La capa de quitosano obtenida por el procedimiento descrito es un material 
soluble en agua, en el estado que presenta tras la deposición por “dip-coating”. 
Al depositar el recubrimiento sobre el titanio y dejarlo secar, si posteriormente se 
sumerge en agua o alguna otra solución acuosa, el recubrimiento se disuelve.  
Esto es debido a los grupos amino (NH2
-) que contiene la estructura del 
quitosano. Al ponerse en contacto con agua se disuelve formando un 
hidroalcohol, debido a la carga eléctrica que contienen. Por lo tanto lo que hay 
que hacer es convertir este grupo en NH3, es decir, en un grupo completo y 
estable. El quitosano con grupos amino completos tienen una solubilidad muy 
baja en agua, evitando la degradación de la capa por la formación de 
hidroalcoholes [Ladet, et al. 2008]. 
Para ello se han sumergido las muestras tratadas en una solución de NaOH 2M 
durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuación se ha lavabo con 
agua destilada tres veces y se deja secar al aire libre.  
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Figura 27. Proceso de estabilización de los recubrimientos mediante 
NaOH 2M. 
3.4. NANOPARTÍCULAS DE PLATA 
Con el fin de dotar al quitosano de unas propiedades antibacterianas más 
elevadas, se ha dopado el polímero con nanopartículas de plata. A continuación 
se muestra cómo se han formado las nanopartículas en suspensión y 
seguidamente se detalla la incorporación de las mismas en el polímero.  
3.4.1. PREPARACIÓN DE LAS NANOPARTÍCULAS DE PLATA 
Primero de todo se preparan los materiales utilizados para obtener las 
soluciones:  
 Citrato de sodio (C6H5Na3O7 · 2H2O) con M=258,07 g/mol (Sigma-Aldrich). 
 Nitrato de plata (AgNO3) con M=169,87 g/mol (Panreac). 
Las dos soluciones que se realizan primero de todo son: 
 0,9g de citrato de sodio en 175 ml de agua destilada. 
 0,04g de nitrato de plata en 50 ml de agua destilada (0,005M).  
Es importante que las soluciones que contienen plata se protejan de la luz, ya 
que el nitrato de plata se trata de un compuesto fotosensible. 
Una vez tenemos las dos soluciones preparadas, mezclamos 50 ml de cada 
solución en un vaso de precipitados, obteniendo un total de 100 ml.  
Este vaso de precipitados se incorpora seguidamente en un baño de agua a 80ºC 
(la temperatura se controla constantemente mediante un termómetro, tal y 
como se muestra en la figura 28), y se somete a agitación magnética.  
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Figura 28. Solución de nanopartículas de plata al inicio de la reacción. 
Se mantiene en estas condiciones hasta que empieza a cambiar de color, se 
transforma a un color amarillo pálido. En este caso la solución empezó a cambiar 
de color a los 16 minutos aproximadamente. Una vez pasado este tiempo, 
incorporar el vaso de precipitados a un baño de agua a 0ºC, para parar la 
reacción i evitar que las nanopartículas aumenten de tamaño. 
El color amarillento de la solución nos indica que se han formado las 
nanopartículas. A medida que va pasando el tiempo, el color se va convirtiendo 





plata una vez se 
empiezan a formar.  
Figura 30. 
Nanopartículas de plata 
después de someterla al 
baño a 0ºC para parar la 
reacción. 
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3.4.2. INCORPORACIÓN DE LAS NANOPARTÍCULAS EN EL  QUITOSANO 
Una vez obtenidas las nanopartículas, en este caso interesa mezclarlas con el 
quitosano, ya que actuará como portador de las mismas.   
El procedimiento seguido es el siguiente:  
 Ácido acético al 2% en agua destilada (5ml). 
 Solución de nitrato de plata – citrato de sodio (4,9ml). 
 Quitosano en polvo (0,1g). 
Para poder efectuar una buena mezcla y que sea completamente homogénea, ha 
sido necesaria una agitación magnética durante unos 5 minutos.  
A partir de aquí, se ha realizado el “dip-coating” de las tres condiciones utilizadas 
en apartados anteriores, a las cuales se ha añadido las nanopartículas de plata.  
3.5. CARACTERIZACIÓN DEL RECUBRIMIENTO 
OBTENIDO 
En este apartado se desarrolla como se ha efectuado la caracterización de la 
capa de biopolímero obtenida sobre de las muestras de titanio. Básicamente se 
ha estudiado de qué elementos está compuesto el recubrimiento, su morfología 
superficial, la humectabilidad e hidrofilicidad de la capa, la estabilidad de la 
misma y la resistencia a la tracción, es decir, la fuerza de adhesión del 
recubrimiento sobre el titanio.  
3.5.1. COMPOSICIÓN DEL RECUBRIMIENTO (FTIR) (EDS) 
Para determinar la composición del recubrimiento obtenido, se han realizado dos 
ensayos diferentes. Los dos ensayos realizados son: 
 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR). 
 Espectroscopia de energía dispersada (EDS).  
El primer ensayo realizado ha sido el FTIR, que se ha llevado a cabo en el 
Centro de Investigación de Nanoingeniería (CRnE) de Barcelona, mediante el 
equipo Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Scientific, EEUU). 
El estudio se ha llevado a cabo con las diferentes condiciones y de la siguiente 
manera: 
 Recubrimiento quitosano 100%: se ha realizado un film a partir de la 
solución de quitosano, dejando secar una cantidad pequeña sobre una 
superficie plana. Una vez se ha secado completamente, se ha obtenido un 
film sin ningún tipo de rotura. Para el ensayo mediante FTIR se ha 
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colocado el film completamente estirado dentro de un portamuestras i 
seguidamente se ha proseguido a realizar la medida.  
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica: se ha seguido la 
misma metodología que en el caso anterior, pero debido a las roturas 
presentadas en el film, se han realizado unas pastillas de bromuro de 
potasio (Panreac) para realizar la medida. Para realizar las pastillas se 
machaca en un mortero el bromuro de potasio (KBr) y parte del 
recubrimiento (aproximadamente se utilizan 9 partes de KBr y 1 de 
recubrimiento). Una vez lo tenemos bien machacado y homogéneo se 
incorpora una pequeña cantidad en una prensa, de la cual ya obtenemos 
la pastilla completamente formada. A partir de aquí ya sólo queda 
incorporar la pastilla en el equipo de medida y obtener los resultados.  
 Recubrimiento 50% quitosano y 10% xerogel de silica: se ha seguido el 
mismo método de las pastillas de bromuro de potasio utilizado en el caso 
anterior.  
 Xerogel de silica 100%: se ha estudiado para observar los picos del 
espectro característicos del xerogel. Se ha realizado una pastilla de KBr 
para poder ser analizado.  
 
Figura 31. Mortero 
utilizado para machacar 
el recubrimiento junto 
con el KBr. 
 
Figura 32. Prensa 
utilizada para realizar 
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El segundo ensayo realizado para la determinación de la composición química del 
recubrimiento ha sido mediante la técnica EDS, acoplada al equipo de 
microscopía electrónica de barrido de emisión de campo (FE-SEM, JEOL JSM-
7001F). Esta prueba se ha llevado a cabo en el departamento de Ciencia de 
Materiales e Ingeniería Metalúrgica (CMEM) situado en la Escuela Técnica 
Superior de Ingeniería Industrial de Barcelona (ETSEIB). Los resultados de la 
técnica EDS se han obtenido con el software INCA (Oxford Instruments, UK).  
Para este estudio, a la hora de hacer el “dip-coating”, se les ha pegado una cinta 
adhesiva (Kapton) sobre de ellas recubriendo media muestra. Así una vez se ha 
secado el recubrimiento, se retira la cinta adhesiva y se obtiene la muestra con 
tres partes diferenciadas: zona de recubrimiento, zona de titanio y zona 
intermedia entre el recubrimiento y la parte sin tratar, tal y como se puede 
apreciar en la figura 33.  
 
Figura 33. Vista desde arriba de la muestra de titanio recubierta sólo 
por una zona. 
Las condiciones y medidas que se han estudiado mediante la técnica EDS son las 
siguientes: 
 Recubrimiento quitosano 100%: 1 medida de la zona titanio, 1 medida de 
la zona intermedia y 3 medidas de la zona recubrimiento. 
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica: 1 medida de la 
zona titanio, 1 medida de la zona intermedia y 3 medidas de la zona 
recubrimiento. 
 Recubrimiento 50% quitosano y 50% xerogel de silica: 1 medida de la 
zona titanio, 1 medida de la zona intermedia y 3 medidas de la zona 
recubrimiento.  
De la zona de recubrimiento se toman tres medidas para poder hacer un análisis 
estadístico.  
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3.5.2. MORFOLOGÍA Y RUGOSIDAD DEL RECUBRIMIENTO OBTENIDO 
(FE-SEM) (INTERFERÓMETRO) 
Las técnicas que nos permiten determinar la morfología y rugosidad del 
recubrimiento son la interferometría mediante luz blanca y el equipo de 
microscopía electrónica de barrido de emisión de campo (FE-SEM).  
El primer ensayo para la caracterización de la topografía del recubrimiento y del 
titanio c.p. de grado 2, se ha realizado con un microscopio óptico 
interferométrico de luz blanca (Wyko NT1100 Optical Profiler, Veeco 
Instruments, EEUU) y el análisis se ha realizado con el software Vision 4.10 
(Veeco Instruments, EEUU), situados en el Parc Científic de Barcelona (PCB).  
El interferómetro presenta dos tipos de medición, VSI (Vertical Scanning 
Interferometry) utilizado para muestras rugosas y PSI (Phase Shift 
Interferometry) para muestras muy lisas. En este caso se ha utilizado la 
medición VSI, ya que la superficie del recubrimiento obtenido es irregular.  
Los tipos de muestras que se han utilizado para realizar el estudio son:  
 Recubrimiento de quitosano 100%. 
 Recubrimiento de 90% quitosano y 10% xerogel de silica. 
 Recubrimiento de 50% quitosano y 50% xerogel de silica. 
En las tres muestras se ha realizado el “dip-coating” con la cinta Kapton 
cubriendo a media muestra, con tal de poder estudiar la morfología de las dos 
partes y también el grosor del recubrimiento.  
 
Figura 34. Muestra tratada con la cinta Kapton adherida a ella. 
De cada condición se ha estudiado la rugosidad de la zona del recubrimiento (6 
medidas) y de la zona de titanio c.p. de grado 2 (2 medidas).  
Además de estudiar la rugosidad también se ha observado el espesor del 
recubrimiento. La forma de cuantificar el grosor es utilizando la función de 
análisis del escalón (Step analysis) incorporada en el software 4.10.  
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De cada condición se ha estudiado el grosor del recubrimiento realizando 5 
medidas mediante la función de análisis del escalón. 
Los parámetros y filtros utilizados para las mediciones se muestran en la tabla 
siguiente.  
Tabla 5. Condiciones de trabajo del microscopio óptico interferométrico 
 Parámetros 
Modo de medida VSI 
Objetivo 5X 
Campo de visión efectivo 1.244 x 0.946 mm 
Número de escaneos por medida 3 




La siguiente técnica utilizada para la observación de la morfología del 
recubrimiento y para la determinación del grosor del mismo de forma cualitativa, 
ha sido el FE-SEM (JEOL JSM-7001F, Oxford Instruments, UK). Esta prueba se 
ha realizado en el departamento de Ciencia de Materiales e Ingeniería 
Metalúrgica (CMEM) situado en la Escuela Técnica Superior de Ingeniería 
Industrial de Barcelona (ETSEIB).  
Las muestras que se han estudiado han sido recubiertas con la cinta Kapton 
pegada, como el caso anterior, para así poder ver con claridad la zona intermedia 
y el grosor del recubrimiento. Se han estudiado las siguientes condiciones: 
 Recubrimiento quitosano 100%. 
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica. 
 Recubrimiento 50% quitosano y 50% xerogel de silica.  
Se ha utilizado un potencial de aceleración de 20KV y una distancia de trabajo de 
10 mm para la condición 1 y 3, y de 7 mm para la condición 2.  
Primero de todo se ha realizado la observación con las muestras puestas en 
horizontal, para poder observar la morfología del recubrimiento vista desde 
arriba. Una vez hecho esto de cada condición, se han extraído las muestras y se 
han colocado de forma vertical, para poder determinar de forma cualitativa el 
grosor que presenta el recubrimiento. 
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3.5.3. MOJABILIDAD DE LA SUPERFICIE DEL RECUBRIMIENTO (ÁNGULO 
DE CONTACTO) 
La mojabilidad y la hidrofilicidad/hidrofobicidad de la superficie del recubrimiento 
se ha obtenido mediante un equipo que permite medir el ángulo de contacto 
de una gota de agua sobre de la superficie. El equipo de medición utilizado 
(OCA15, Neurtek instruments, España) y el software utilizado para el análisis 
(SCA20, Neurtek instruments, España), se encuentran situados en el 
departamento CMEM de la ETSEIB (UPC). 
El ensayo se ha realizado tomando 5 mediciones de cada condición, y utilizando 
una gota de agua ultrapura (Milli-Q, Merck Millipore) de 1µl. Se ha dejado 
reposar la gota sobre la superficie durante 3 segundos y a continuación se ha 
proseguido con la medición del ángulo de contacto de la misma. 
Las condiciones utilizadas para este ensayo han sido las siguientes: 
 Recubrimiento quitosano 100%. 
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica. 
 Recubrimiento 50% quitosano y 50% xerogel de silica. 
 Titanio c.p. de grado 2 (control).   
Estas condiciones han sido estudiadas antes de la limpieza de los recubrimientos 
y después de la limpieza mediante acetona, etanol y agua en baño de 
ultrasonidos.  
A parte, también se ha determinado el ángulo de contacto de titanio y de titanio 
activado por plasma (con las condiciones del apartado 3.2.).  
3.5.4. ESTABILIDAD DEL RECUBRIMIENTO EN MEDIO FISIOLÓGICO 
(PBS) 
Para estudiar la estabilidad del recubrimiento en un baño de ultrasonidos con 
medio fisiológico PBS (Phosphate Buffered Saline), con el fin de mimetizar lo 
máximo posible las condiciones del cuerpo humano, se han utilizado las 
siguientes condiciones: 
 Recubrimiento quitosano 100%. 
 Recubrimiento quitosano 100%, con titanio activado con plasma (Gas: 
Argón, 100W, 5 minutos). 
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica.  
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica, con titanio activado 
con plasma (Gas: Argón, 100W, 5 minutos). 
 Recubrimiento 50% quitosano y 50% xerogel de silica. 
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 Recubrimiento 50% quitosano y 50% xerogel de silica, con titanio activado 
con plasma (Gas: Argón, 100W, 5 minutos). 
Tabla 6. Codificación utilizada para las muestras. 
EQ-P Quitosano 100% con Ti activado por plasma. 
E90-P 90% quitosano y 10% xerogel silica con Ti activado por plasma. 
E50-P 50% quitosano y 10% xerogel silica con Ti activado por plasma. 
EQ Quitosano 100%. 
E90 90% quitosano y 10% xerogel silica. 
E50 50% quitosano y 50% xerogel silica. 
 
Se han observado los recubrimientos mediante una lupa (Olympus SZ51, Japón) 
en los siguientes puntos:  
 Antes de la estabilización con NaOH 2M. 
 Después de la estabilización con NaOH 2M. 
 Tras sumergir las muestras en PBS y aplicar ultrasonidos durante 15 
minutos. 
 Tras realizar 3 lavados con agua destilada para eliminar el PBS y aplicar 
ultrasonidos durante 15 minutos.  
Tabla 7. Condiciones de trabajo con el baño de ultrasonidos. 
Ultrasonidos (J.P. Selecta SA, 
España) 
Parámetros 
Medio de trabajo Agua destilada 
Potencia 100 W 
Tiempo 15’ 
Voltaje 230 V 
 
Este ensayo va a mostrar si la capa se degrada o cambia su morfología cuando 
es sometida a un fluido fisiológico y a una agresión mecánica como la agitación 
por ultrasonidos. 
 
Figura 35. Aparato de ultrasonidos utilizado para determinar la 
estabilidad de la capa. 
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3.5.5. RESISTENCIA A LA TRACCIÓN DEL RECUBRIMIENTO 
Para medir la fuerza de adhesión del recubrimiento sobre el titanio, se ha 
realizado un ensayo de tracción mediante una máquina electromecánica 
universal de ensayos mecánicos Microtest (Microtest SA, España), con un 
controlador electrónico MC-3000 y una célula de carga Microtest con un rango de 
trabajo de ±500N. Esta máquina está situada en el departamento de materiales 
de la Escuela Universitaria de Ingeniería Técnica Industrial de Barcelona 
(EUETIB) de la UPC.  
Las muestras estudiadas son las siguientes:  
 3 muestras de quitosano 100%. 
 3 muestras de quitosano 100% y activadas por plasma (Gas: argón, 100 
W, 5 minutos). 
 3 muestras de 90% quitosano y 10% xerogel de silica. 
 3 muestras de 90% quitosano y 10% xerogel de silica, activadas por 
plasma (Gas: argón, 100 W, 5 minutos).  
 3 muestras de titanio c.p. de grado 2 (control).  
El protocolo seguido para realizar las medidas ha sido el presentado por [Martin, 
et al. 2008]. Los principales pasos a seguir para realizar el ensayo son los 
siguientes:  
1. Se pegan las muestras por la parte sin recubrimiento sobre una superficie lisa  
de un soporte con cianoacrilato (Loctite SuperGlue-3, Henkel ibérica, España). 
2. Se deja reposar el cianoacrilato durante 24 horas para asegurarse de su 
completo secado y curado.  
3. A continuación se pega sobre la muestra (por la parte del recubrimiento), una 
probeta cilíndrica sobre la cual se tirará para realizar el ensayo.  
4. Una vez se ha secado completamente el cianoacrilato que une la probeta con 
la muestra, se pasa un hilo por un agujero que tiene la probeta y se une con 
la zona de tracción del equipo. 
5. Se une el soporte que contiene las muestras a una mordaza para fijar la base, 
y se une cada muestra a ensayar a la segunda mordaza mediante un tensor 
autocentrante. La velocidad del ensayo de tracción es de 2mm/min, hasta la 
separación del montaje, registrándose la fuerza máxima durante el ensayo. 
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Figura 36. Vista del montaje para el ensayo de tracción al detalle. 
 
Figura 37. Vista general del equipo y montaje utilizados para el 
ensayo de tracción. 
3.5.6. DETERMINACIÓN DE LA PRESENCIA Y TAMAÑO DE LAS 
NANOPARTÍCULAS DE PLATA (TEM) 
Con la finalidad de determinar la presencia de nanopartículas de plata en la 
solución realizada y en la mezcla con el quitosano, se ha estudiado las muestras 
mediante un microscopio óptico de transmisión (TEM), situado en el 
departamento CMEM de la UPC. Las imágenes han sido tomada mediante el TEM 
(Jeol JEM 1010 100KV con CCD 1000x1000) situado en el CRnE.  
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Este equipo nos permitirá observar la presencia de nanopartículas de plata, su 
dispersión y su tamaño.  
 
Figura 38. Equipo TEM utilizado. 
Para realizar este estudio se han observado tres condiciones diferentes. De cada 
condición se incorpora una cantidad muy pequeña en unas rejillas de cobre 
recubiertas con películas de carbono y formvar. El motivo por el cual se utilizan 
estas rejillas, es la necesidad de tener muestras de un espesor muy pequeño y 
así permitir que los electrones pasen a través de ella.  
Las condiciones estudiadas son las siguientes: 
 Solución nanopartículas de plata: nos permitirá observar la cantidad de 
nanopartículas que tenemos inicialmente en la solución, así como también 
su tamaño. 
 Solución nanopartículas de plata + quitosano: podremos observar cómo 
quedan distribuidas las nanopartículas dentro del polímero, es decir, si 
están o no muy aglomeradas.  
 
Figura 39. Aspecto de 
la rejilla utilizada. 
 
Figura 40. Composición de 
la rejilla. 
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3.6. ENSAYOS BACTERIOLÓGICOS 
3.6.1. CRECIMIENTO BACTERIANO 
A continuación se muestras las cuatro fases del crecimiento bacteriano, las 
cuales hay que tener en cuenta dependiendo del ensayo que estemos realizando.  
 
Figura 41. Etapas del crecimiento bacteriano. 
 Fase de latencia: etapa de condicionamiento, es decir, las bacterias 
adaptan su metabolismo a las nuevas condiciones ambientales (elevada 
concentración de nutrientes).  
 Fase exponencial: etapa de velocidad de crecimiento bacteriana elevada. 
Durante esta etapa las bacterias consumen los nutrientes del medio y se 
duplican. 
 Fase estacionaria: etapa en que el número de bacterias en el medio deja 
de aumentar, ya sea por la falta de nutrientes o por los metabolitos que 
secretan ellas mismas les resulta tóxico.  
 Fase de muerte: etapa en la que mueren la mayoría de bacterias del 
cultivo.  
Todos los ensayos se realizan con bacterias que se encuentran en fase 
estacionaria, a excepción de la curva de crecimiento, la cual se empieza cuando 
las bacterias se encuentran al final de la fase de latencia para poder evaluar su 
evolución.  
En este proyecto se han realizado una serie de ensayos con las bacterias 
Lactobacillus Salivarius y Streptococcus Sanguinis. Los ensayos realizados han 
sido los siguientes:  
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 Ensayo de adhesión bacteriana (1ml de inóculo de bacterias).  
 Curva de crecimiento. 
 Viabilidad bacteriana. 
 Ensayo de adhesión bacteriana (1µl de bacterias en contacto).  
Cada cepa se mantiene y se siembra en un medio de cultivo específico. La cepa 
L. Salivarius se siembra en placas de agar con medio de cultivo MRS (Scharlab, 
España), mientras que la cepa S. Sanguinis se siembran en placas de agar con 
medio de cultivo Todd-Hewitt (Scharlab). 
A continuación se muestra la composición de cada medio de cultivo: 
Tabla 8. Composición del medio de cultivo MRS (Man-Rogosa-Sharpe) 
COMPONENTE COMPOSICIÓN (g/l) 
Extracto de carne 10 
Caseína peptona 20 
Glucosa 2 
Bicarbonato de sodio 2 
Cloruro de sodio 2 
Fosfato de sodio 0,4 
Agar 15 
 
Tabla 9. Composición del medio de cultivo Todd-Hewitt 
COMPONENTE COMPOSICIÓN (g/l) 
Proteasa peptona 10 
Extracto de carne 8 
Extracto de levadura 4 
D(+) glucosa 20 
Acetato de sodio 5 
Citrato de amonio 2 
Sulfato de magnesio 0,2 
Sulfato de manganeso 0,05 
Fosfato de potasio 2 
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3.6.2. ADHESIÓN BACTERIANA (1 ml de inóculo de bacterias) 
Este ensayo nos indica el número de bacterias adheridas a la superficie de las 
diferentes muestras estudiadas. Para realizar este ensayo pondremos 1ml de 
inóculo a 0,2 absorbancia en contacto con nuestras muestras y así se verá el 
efecto del recubrimiento sobre estas bacterias. Luego se siembran las bacterias 
adheridas sobre las muestras y posteriormente se cuentan las colonias 
presentes. Cada colonia deriva de una CFU (unidad formadora de colonias) y nos 
permite obtener una idea de las bacterias viables presentes en nuestra muestra.  
Las diferentes condiciones sobre las que se ha estudiado la adhesión bacteriana 
son: 
 Recubrimiento quitosano 100%. 
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica. 
 Recubrimiento 50% quitosano y 50% xerogel de silica. 
 Titanio c.p. de grado 2 (control).  
De cada condición se han estudiado 2 muestras para poder realizar un estudio 
estadístico. El ensayo se ha realizado con las dos cepas presentadas 
anteriormente.  
Los pasos a seguir para realizar el ensayo de adhesión bacteriana son los 
siguientes: 
1. Preparación del medio de cultivo 
Se añaden 52 g/l de medio MRS o 36,4 g/l de medio Todd-Hewitt en agua 
destilada, dependiendo de la cepa a estudiar. Para realizar medio sólido se 
mezcla el medio de cultivo con 15 g/l de agar. A continuación se esteriliza en un 
autoclave de vapor durante 30 minutos a 121ºC. 
2. Preparación de las placas 
Se vierte sobre las placas de Petri el medio de cultivo preparado, junto con el 
agar. Este paso se realiza cuando la solución está caliente (por encima de 40ºC), 
ya que por debajo de esta temperatura el agar solidifica. Una vez solidificado el 
medio, se guardan las placas en la nevera a 4ºC.  
3. Preparación del inóculo 
Se cogen 2 o 3 colonias de la placa donde tenemos sembrada la cepa deseada. 
Se mezclan mediante vórtex con la cantidad de medio de cultivo que 
necesitemos. La cantidad variará dependiendo del número de muestras a 
ensayar, ya que por cada muestra necesitaremos 1ml de inóculo. Una vez 
preparado el inóculo, se deja toda la noche en la incubadora a 37ºC. 
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4. Dilución del inóculo 
Al día siguiente, diluimos el inóculo preparado hasta obtener una absorbancia de 
0,2 (el volumen utilizado para obtener esta absorbancia variará dependiendo de 
cada inóculo, pero aproximadamente se añaden 9ml de medio de cultivo y 1ml 
del inóculo con alta concentración de bacterias). Dicha absorbancia se mide 
mediante un espectrofotómetro y se trabaja a una longitud de onda de 600 cm-1. 
La razón por la que queremos esta absorbancia, es porque se ha demostrado que 
corresponde a 108 CFU, y así nos aseguramos que las bacterias se encuentran en 
la fase estacionaria de su crecimiento.  
 
Figura 42. Espectrofotómetro utilizado para medir la absorbancia del 
inóculo. 
5. Inmersión de las muestras    
Se esterilizan las muestras mediante etanol durante 10 minutos y 
posteriormente se realizan dos lavabos con PBS 1X. Una vez esterilizadas y 
lavadas las muestras, se sumergen en 1ml del inóculo preparado a 0,2 de 
absorbancia. Se dejan las muestras en la incubadora durante 2 horas.  
6. Sembrado de las bacterias viables 
Pasadas las 2 horas, se realiza una limpieza de las muestras con PBS 1X estéril. 
A continuación se incorporan las muestras en tubos de 10ml y se sumergen en 
1ml de PBS. Se realiza vórtex de estos tubos durante 5 minutos, para 
desenganchar las bacterias adheridas en la superficie de cada muestra. Una vez 
pasados los 5 minutos, cogemos 100µl de esta solución y los mezclamos con 
900µl que tenemos en un eppendorf. De esta forma se realizan entre 3 y 4 
diluciones y se siembran en las placas, haciendo dos  
Una vez realizado el sembrado, se dejan en la incubadora hasta que crezcan las 
colonias.  
Una vez han crecido las colonias, se realiza el contaje de CFU presentes en las 
placas.  
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Placas sobre las cuales 
se realiza el sembrado. 
3.6.3. VIABILIDAD BACTERIANA 
Este ensayo nos muestra el número de bacterias viables que se han adherido a la 
superficie de las diferentes muestras, mediante la cuantificación del ATP 
presente. El ATP es un indicador de las bacterias metabólicamente activas. El 
ensayo se basa en añadir un único reactivo (BacTiter-Glo Reagent) directamente 
sobre las bacterias cultivadas en un medio determinado y se mide su 
luminiscencia.  
El reactivo que se incorpora permite la lisis bacteriana. La señal de luminiscencia 
es directamente proporcional al ATP presente, lo cual también es directamente 
proporcional al número de bacterias viables en el cultivo.  
Las diferentes condiciones sobre las que se ha estudiado la adhesión bacteriana 
son: 
 Recubrimiento quitosano 100%. 
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica. 
 Recubrimiento 50% quitosano y 50% xerogel de silica. 
 Titanio c.p. de grado 2 (control).  
 Quitosano 100% + nanopartículas de plata (S.Sanguinis). 
 90% quitosano y 10% xerogel silica + nanopartículas de plata 
(S.Sanguinis). 
 50% quitosano y 50% xerogel silica + nanopartículas de plata 
(S.Sanguinis). 
Cada condición se estudia por duplicado. 
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Los pasos a seguir para realizar este ensayo son los siguientes: 
1. Preparación del medio de cultivo 
Se prepara medio MRS (52g/l) para la cepa L. Salivarius y Todd-Hewitt (36,4g/l) 
para la cepa S. Sanguinis. Este medio se esteriliza en un autoclave de vapor 
durante 30 minutos a 121ºC. 
2. Preparación y dilución del inóculo 
Este paso se corresponde con los apartados 3 y 4 del ensayo de adhesión 
bacteriana. Se realiza exactamente igual. 
3. Inmersión de las muestras 
Se esterilizan las muestras con etanol durante 10 minutos y se realizan dos 
lavados con PBS 1X estéril. A continuación se sumergen las muestras en 1ml de 
inóculo a 0,2 de absorbancia. Una vez sumergidas, las ponemos en la estufa a 
37ºC durante 2 horas.  
4. Cambio del medio que está contacto con las muestras 
Pasadas las 2 horas, se retira el inóculo que está en contacto con las muestras y 
se lavan con PBS 1X. Luego se añade 1ml de medio de cultivo sobre de cada 
muestra y se deja hasta el día siguiente a 37ºC.  
5. Reacción Bactiter 
Al día siguiente se saca el medio de cultivo y se lavan las muestras con PBS 1X. 
Se mezcla el bote de BacTiter-Glo Substrate con el de Bactiter-Glo Buffer (una 
vez se hayan descongelado), y se añaden 250µl a cada muestra. Se tapa con 
papel de aluminio las muestras (para evitar que la luz influya en la reacción) 
durante 8 minutos. 
 
Figura 45. BacTiter-Glo 
Substrate. 
 
Figura 46. BacTiter-Glo 
Buffer. 
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A continuación se colocan rápidamente 100µl del reactivo que ha estado en 
contacto con cada muestra, en los pocillos de 96 de color blanco. Finalmente se 
incorpora la placa dentro del equipo y se mide la luminiscencia.  
3.6.4. PROLIFERACIÓN BACTERIANA (CURVA DE CRECIMIENTO) 
Mediante este ensayo se va a poder determinar el punto del ciclo de vida en que 
se encuentran las bacterias. Por lo tanto, si el recubrimiento tiene un efecto 
contra las bacterias, se observará un retroceso en su crecimiento normal o se 
empezarán a morir antes que con las muestras control. Para ello se estudia 
toman medidas de su crecimiento cada hora durante 8 horas y al cabo de 24 
horas.  
Las diferentes condiciones sobre las que se ha estudiado la adhesión bacteriana 
son: 
 Recubrimiento quitosano 100%. 
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica. 
 Recubrimiento 50% quitosano y 50% xerogel de silica. 
 Titanio c.p. de grado 2 (control).  
Cada condición se estudia por duplicado. A parte se estudiará también la 
evolución del medio y de las bacterias sin contacto con las muestras, para ver si 
existe contaminación del medio en algún punto determinado del ensayo. 
Los pasos a seguir para efectuar este ensayo son los siguientes: 
1. Preparación del medio de cultivo 
Se prepara medio MRS (52g/l) para la cepa L. Salivarius y Todd-Hewitt (36,4g/l) 
para la cepa S. Sanguinis. Este medio se esteriliza en un autoclave de vapor 
durante 30 minutos a 121ºC. 
2. Preparación del inóculo 
Se cogen 2 o 3 colonias de la placa donde tenemos sembrada la cepa deseada. 
Se mezclan mediante vórtex con la cantidad de medio de cultivo que 
necesitemos. La cantidad variará dependiendo del número de muestras a 
ensayar, ya que por cada muestra necesitaremos 1ml de inóculo. Una vez 
preparado el inóculo, se deja toda la noche en la incubadora a 37ºC. 
3. Dilución del inóculo (absorbancia menor a 0,2) 
Para este ensayo es necesario que el inóculo a utilizar tenga una absorbancia 
menor a 0,2 (tiene que ser próxima a 0), ya que interesa que las bacterias se 
encuentren inicialmente en su fase latente y que vayan creciendo hasta llegar a 
su fase exponencial. Para conseguir esta absorbancia, se ha mezclado 10ml del 
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medio determinado con 400µl del inóculo de bacterias concentrado, pero esto 
puede variar dependiendo de la concentración de cada inóculo.  
4. Inmersión de las muestras 
Se esterilizan las muestras con etanol durante 10 minutos y se realizan dos 
lavados con PBS 1X estéril. A continuación se sumergen las muestras en 1ml de 
inóculo con absorbancia menor a 0,2. A parte de sumergir las muestras, también 
se pone el mismo inóculo en dos pocillos sin muestras, para así controlar la 
evolución de las bacterias sin verse afectadas por nada.  
Se deja en la incubadora a 37ºC y cada hora (durante 8 horas y al cabo de 24 
horas) se van realizando las medidas que se presentan a continuación. 
5. Tomo de medidas 
Se preparan dos placas de 96 pocillos tal y como se muestra en la figuras 47 y 
48. Las medidas se toman cada hora (durante 8 horas) y al cabo de 24 horas. 
Estas medidas nos permitirán saber en qué punto de su ciclo de vida se 
encuentran las bacterias y por lo tanto podremos estimar su curva de 
crecimiento, y se podrá observar si hay o no proliferación. 
Las figuras 47 y 48 nos indican lo siguiente: 
B0: 25µl de inóculo con abs. < 0,2  +  75µl de medio de cultivo. 
BX: 25µl del medio con bacterias que está en el pocillo + 75µl de medio de 
cultivo (x: corresponde a cada hora). 
Mx: 100µl de medio de cultivo (x: corresponde a cada hora). 
QX, 90X, 50X y TiX: 25µl del medio con bacterias que cubre las muestras de cada 
tipo + 75µl de medio de cultivo (x: corresponde a cada hora). 
B0 B0 M0 M0 0h        
Q1 901 501 Ti1 B1 M1 1h 4h  5h   
Q1 901 501 Ti1 B1 M1  M4 M4 M5 M5  
Q2 902 502 Ti2 B2 M2 2h B4 B4 B5 B5  
Q2 902 502 Ti2 B2 M2  Ti4 Ti4 Ti5 Ti5  
Q3 903 503 Ti3 B3 M3 3h 504 504 505 505  
Q3 903 503 Ti3 B3 M3  904 904 905 905  
       Q4 Q4 Q5 Q5  
Figura 47. Distribución de la placa de 96 pocillos (0h a 5h). 
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Q6 906 506 Ti6 B6 M6 6h      
Q6 906 506 Ti6 B6 M6  24h     
Q7 907 507 Ti7 B7 M7 7h M24 M24    
Q7 907 507 Ti7 B7 M7  B24 B24    
Q8 908 508 Ti8 B8 M8 8h Ti24 Ti24    
Q8 908 508 Ti8 B8 M8  5024 5024    
       9024 9024    
       Q24 Q24    
Figura 48. Distribución de la placa de 96 pocillos (6h a 24h). 
6. Medida de la absorbancia 
Al día siguiente se (justo después de realizar la medida de 24 horas), se mide la 
absorbancia de cada uno de los pocillos. El resultado obtenido permite estimar la 
curva de crecimiento de las bacterias y ver posibles diferencias de proliferación 
entre las diferentes condiciones estudiadas.  
3.6.5. ADHESIÓN BACTERIANA (10 µl de bacterias en contacto). 
Este ensayo nos indica el número de bacterias adheridas a la superficie de las 
diferentes muestras estudiadas. Para realizar este ensayo pondremos 10µl de 
inóculo a 0,2 absorbancia en contacto con nuestras muestras y se deja secar. Así 
el recubrimiento actuará directamente con las bacterias en contacto con la 
superficie y se observará realmente el efecto antibacteriano que presenta. Una 
vez hecho esto se prosigue a sembrar las bacterias en las placas de Petri y se 
cuentas las colonias presentes.  
Las condiciones estudiadas para realizar este ensayo son las siguientes: 
 Recubrimiento quitosano 100% + nanopartículas de plata. 
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel silica + nanopartículas de 
plata. 
 Recubrimiento quitosano 100%. 
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel silica. 
 Titanio c.p. grado 2 (control). 
Cada condición se estudia por duplicado, para poder realizar un estudio 
estadístico. Se estudian las dos cepas bacterianas.  
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Los pasos a seguir para realizar el ensayo de adhesión bacteriana son los 
siguientes: 
1. Preparación del medio de cultivo 
Se añaden 52 g/l de medio MRS o 36,4 g/l de medio Todd-Hewitt en agua 
destilada, dependiendo de la cepa a estudiar. Para realizar medio sólido se 
mezcla el medio de cultivo con 15 g/l de agar. A continuación se esteriliza en un 
autoclave de vapor durante 30 minutos a 121ºC. 
2. Preparación de las placas 
Se vierte sobre las placas de Petri el medio de cultivo preparado, junto con el 
agar. Este paso se realiza cuando la solución está caliente (por encima de 40ºC), 
ya que por debajo de esta temperatura el agar solidifica. Una vez solidificado el 
medio, se guardan las placas en la nevera a 4ºC.  
3. Preparación del inóculo 
Se cogen 2 o 3 colonias de la placa donde tenemos sembrada la cepa deseada. 
Se mezclan mediante vórtex con la cantidad de medio de cultivo que 
necesitemos. La cantidad variará dependiendo del número de muestras a 
ensayar, ya que por cada muestra necesitaremos 1ml de inóculo. Una vez 
preparado el inóculo, se deja toda la noche en la incubadora a 37ºC. 
4. Dilución del inóculo 
Al día siguiente, diluimos el inóculo preparado hasta obtener una absorbancia de 
0,2 (el volumen utilizado para obtener esta absorbancia variará dependiendo de 
cada inóculo, pero aproximadamente se añaden 9ml de medio de cultivo y 1ml 
del inóculo con alta concentración de bacterias). Dicha absorbancia se mide 
mediante un espectrofotómetro y se trabaja a una longitud de onda de 600 cm-1. 
La razón por la que queremos esta absorbancia, es porque se ha demostrado que 
corresponde a 108 CFU, y así nos aseguramos que las bacterias se encuentran en 
la fase estacionaria de su crecimiento.  
5. Inmersión de las muestras    
Se esterilizan las muestras mediante etanol durante 10 minutos y 
posteriormente se realizan dos lavabos con PBS 1X. Una vez esterilizadas y 
lavadas las muestras, se ponen 10 µl de inóculo a 0,2 absorbancia en contacto 
con cada muestra y se deja en la incubadora para que se evapore el medio. Así 
conseguiremos que sólo queden las bacterias en contacto con las muestras. 
Aproximadamente en 1 hora ya están las muestras secas y se puede seguir con 
el ensayo. 
6. Sembrado de las bacterias viables 
Pasada la hora se incorporan las muestras en tubos de 10ml y se sumergen en 
1ml de PBS. Se realiza vórtex de estos tubos durante 5 minutos, para 
desenganchar las bacterias adheridas en la superficie de cada muestra. Una vez 
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pasados los 5 minutos, cogemos 100µl de esta solución y los mezclamos con 
900µl que tenemos en un eppendorf. De esta forma se realizan entre 3 y 4 
diluciones y se siembran en las placas, haciendo dos  
Una vez realizado el sembrado, se dejan en la incubadora hasta que crezcan las 
colonias.  
Una vez han crecido las colonias, se realiza el contaje de CFU presentes en las 
placas.  
3.7. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD CELULAR 
El ensayo de citotoxicidad in vitro se ha realizado con fibroblastos humanos 
(HFFs) (Human Foreskin Fibroblasts, Millipore, EEUU), ya que el recubrimiento 
sobre titanio realizado, está pensado para estar en contacto con el tejido blando 
de la encía.  
Para determinar la citotoxicidad de los recubrimientos, se ha realizado el test de 
LDH (lactato deshidrogenasa). Este ensayo se basa fundamentalmente en la 
cuantificación del LDH liberado al medio por aquellas células dañadas o lo que es 
lo mismo, células no viables.  
El LDH se trata de una enzima citoplasmática estable presente en todas las 
células. Cuando la membrana plasmática es dañada se libera rápidamente al 
medio de cultivo. Por lo tanto, mediante la cuantificación de esta enzima es 
posible determinar el número de células dañadas, o lo que es lo mismo, la 
citotoxicidad de la muestra estudiada.  
Las condiciones de estudio para determinar la citotoxicidad de los recubrimientos 
son las siguientes: 
 Recubrimiento quitosano 100% + nanopartículas de plata. 
 Recubrimiento quitosano 100%.  
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica.  
De cada condición se estudian tres muestras, para poder tener un estudio 
estadístico.  
Para llevar a cabo este ensayo se han realizado el siguiente procedimiento: 
1. Inmersión de las muestras en medio de cultivo 
Las muestras se ponen en contacto con el medio de cultivo celular en una placa 
de 48 pocillos. El medio de cultivo se prepara de la forma indicada en la tabla 10. 
Las muestras utilizadas en el ensayo tienen una superficie de 0,79 cm2 y se 
sumergen en 480 µl de medio de cultivo para asegurar que se cubren en su 
totalidad. Una vez hecho esto, se deja en la incubadora a 37ºC las muestras en 
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contacto con el medio durante 48 horas, con la finalidad de que se liberen todos 
los compuestos solubles en agua del recubrimiento.  
Tabla 10. Composición del medio de cultivo utilizado en el ensayo. 
COMPONENTE CANTIDAD 
Dubecco’s Minimum Essential Medio libre de rojo fenol 
(DMEM, Invitrogen, EEUU) 
42,5 ml 
Antibiótico (penicilina y espreptomicina) 500 µl 
FBS (Fetal Bovine Serum) 5 ml 
L-glutamato 500 µl 
Piruvato de sodio 500 µl 




2. Sembrado de las células 
Para realizar el cultivo celular, partimos de un recipiente con alta concentración 
de fibroblastos. Estos fibroblastos se unen a las paredes de plástico del 
recipiente, mediante unas proteínas que ellos mismos generan. Para separarlos 
de las paredes se utiliza un enzima llamado tripsina, el cual actúa a 37ºC. Este 
enzima inhibe las proteínas y nos permite obtener las células en solución.  
Una vez tenemos a las células en solución, se diluyen con medio de cultivo y se 
cuentan utilizando una cámara de Neubauer (se colocan 10 µl sobre de la cámara 
y se cuentan las células con un microscopio). Una vez sabemos el número de 
células que tenemos en solución se diluyen hasta obtener 50.000 células/ml.  
A continuación se realiza el sembrado celular, es decir, se colocan 5.000 
células/100µl de medio en placas de 96 pocillos. Se ponen las células en la 
incubadora a 37ºC durante 24 horas.  
 
Figura 49. Cámara de Neubauer. 
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3.  Poner el medio en contacto con las células 
Se preparan diluciones del medio que estaba en contacto con las muestras. Las 
diluciones preparadas son las siguientes: 1:1, 1:2, 1:10, 1:100. Una vez 
preparadas, se añaden 100 µl de cada dilución sobre de los pocillos que 
contienen las células sembradas el día anterior. Estas diluciones nos van a 
permitir determinar a partir de que concentración presenta citotoxicidad el 
recubrimiento, en caso de que sea citotóxico. Se ponen las células a la 
incubadora a 37ºC durante 24 horas.  
4. Lisis celular 
Pasadas las 24 horas que han estado las células en contacto con el medio, se les 
añade 100 µl de M-PER (Mammalian Protein Extraction Reagent). Al añadir el M-
PER se romperá la membrana celular y se liberará contenido celular al medio.  
5. Medida actividad de la enzima LDH 
Una vez se han lisado las células, el enzima citoplasmático de estas se libera en 
el cultivo celular flotante. Mediante el Kit de Detección de Citotoxicidad (Roche, 
Alemania), se puede medir fácilmente la actividad del LDH.  
Para realizar este test, se coge el cultivo celular flotante y se incuba con la 
mezcla reactiva proporcionada por el test, dando lugar a las siguientes 
reacciones: 
1. El NAD+ es reducido a NADH/H mediante la oxidación de lactato a piruvato 
catalizado por el LDH. 
2. Un catalizador transfiere H/H+ desde NADH/H+ a la sal de tetrazolium, la cual 
es de color amarillo pálido. Posteriormente ésta se reduce a una sal de 
formazan cambiando la coloración a rojo.  
Este color rojo de la solución formado por este último compuesto, permite medir 
la absorbancia óptica y relacionarla con la concentración de LDH presente 
inicialmente. Por lo tanto, la cantidad de color rojo formado durante el ensayo es 
directamente proporcional al número de células muertas. 
La absorbancia se mide con un espectrofotómetro UV-visible a una longitud de 
onda de 440 nm. Se puede calcular el porcentaje de supervivencia celular a 
partir de la ecuación siguiente: 
                
                                  
                                     
 (8) 
Marc Avilés Palou  
 - 66 - 
 
Figura 50. Reacciones presentes en el ensayo de liberación de LDH. 
3.8. ESTUDIO ESTADÍSTICO 
El análisis estadístico de los datos de este proyecto se ha realizado con el 
software Minitab 16 (Minitab Inc., EEUU). El test utilizado para este estudio es la 
prueba estadística de tipo no paramétrico Kruskal-Wallis. Para su elección ha 
sido considerado el número pequeño de resultados obtenidos y el posible no 
cumplimiento de dos hipótesis necesarias  para usar tests de tipo paramétrico: 
 Distribución paramétrica de la población estudiada. 
 Igualdad de varianzas de las muestras de estudio. 
La prueba de Kruskal-Wallis es el método más adecuado para comparar 
poblaciones cuyas distribuciones no son normales. También es adecuado cuando 
las desviaciones típicas de los diferentes grupos no son iguales entre sí. 
La hipótesis nula de la prueba de Kruskal-Wallis es: 
 H0: Las medianas son todas iguales. 
 H1: Al menos una de las medianas es diferente. 
Se ha escogido un nivel de significancia de  = 0,05. Por lo tanto, para este nivel 
de significancia tendremos los resultados siguientes: 
 Valor de p < 0,05: Existen diferencias entre alguna de las muestras 
 Valor de p > 0,05: No existen diferencias significativas entre las muestras 
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4.1. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
Después de efectuar todo el protocolo de preparación de las muestras de titanio, 
se obtienen discos de titanio pulidos hasta obtener un efecto espejo.  
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4.2. ACTIVACIÓN POR PLASMA 
 
Figura 52. Comparativa del ángulo de contacto entre muestras de 
titanio sin tratar y muestras activadas por plasma. 
La imagen anterior nos muestra la eficacia del proceso de activación de la 
superficie de titanio utilizando plasma. Se puede observar una diferencia muy 
importante en el ángulo de contacto. Esto es debido a la formación de grupos 
−OH en la superficie del titanio tratado con plasma.  
El proceso de plasma afecta de dos formas diferentes a la superficie de titanio. 
Primero de todo sirve para limpiar la superficie, por lo tanto la hidrofilicidad será 
mayor con una superficie completamente limpia. Por otra parte, como ya se ha 
dicho, se forman grupos –OH en la superficie del titanio, la cual cosa hará 
reaccionar el H2O del ángulo de contacto con estos grupos y se combinarán 
formando puentes de hidrógeno.  
Este resultado se corrobora mediante el análisis estadístico de Kruskal-Wallis, en 
el cual se ha obtenido un valor de P=0,009, por lo tanto esto indica que existen 
diferencias significativas entre las dos muestras.   
4.3. RECUBRIMIENTO SOBRE EL TITANIO 
   
Figura 53. Recubrimientos sobre Ti en el orden siguiente, de izquierda 
a derecha: quitosano 100%, 90% quitosano-10% xerogel silica y 50% 
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Tal y como se puede observar en la figura 53, los dos primeros recubrimientos 
están completamente adheridos a la superficie de titanio y no presentan ninguna 
rotura. En cambio, el recubrimiento que contiene un 50% de xerogel de silica, 
está completamente resquebrajado por el centro de la muestra, debido a la 
rápida evaporación del solvente (etanol).  
4.4. CARACTERIZACIÓN DEL RECUBRIMIENTO 
OBTENIDO 
4.4.1. COMPOSICIÓN DEL RECUBRIMIENTO (FTIR) (EDS) 
Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) 
   
Figura 54. Modos vibracionales presentes en los resultados del FTIR. 
De izquierda a derecha: estiramiento simétrico, estiramiento asimétrico 
y modo de vibración en el cual se curvan los ángulos de la molécula. 
         
Los espectros obtenidos para las diferentes condiciones del recubrimiento son los 
siguientes: 
 Recubrimiento quitosano 100% 
 
Ilustración 55. FTIR del recubrimiento de quitosano 100%. 
En la figura anterior se destacan los picos característicos obtenidos mediante el 
análisis por FTIR de un film de quitosano 100%. Los puntos destacados 






















Longitud de onda (cm-1) 
FTIR quitosano 100% 
b c d 
e 
a 
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Tabla 11. Resumen del significado de los picos del quitosano 100%. 
Picos 
característicos 





















Estiramiento C-O - 
 
 Xerogel de silica 100% 
 
Figura 56. FTIR y picos característicos del xerogel de silica. 
En la figura 56 se destacan los picos característicos obtenidos mediante el 
análisis por FTIR de un film de quitosano 100%. Los puntos destacados 
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Tabla 12. Resumen del significado de los picos del xerogel de silica. 
Picos 
característicos 
Modo de vibración Molécula 
1 
 
Estiramiento OH - 




Estiramiento asimétrico Si-O-Si - 
4 
 
Estiramiento Si-OH - 
5 
 
Estiramiento simétrico Si-O-Si - 
6 
 
Si-O-Si en equilibrio - 
 
 90% quitosano - 10% xerogel y 50% quitosano - 50% xerogel 
A continuación se muestra una gráfica con la mezcla a diferentes porcentajes del 
quitosano con el xerogel de silica. 
 
Figura 57. FTIR de dos mezclas con diferente porcentaje de quitosano 
con xerogel de silica. 
En esta imagen se observan picos característicos tanto del quitosano como del 
xerogel de silica. El recuadro verde nos marca los modos de vibración relativos a 
los enlaces con silicio. Se observa entonces que el recubrimiento con una mayor 
concentración de xerogel de silica (50%), presenta unos picos más marcados y 
por lo tanto, se identifica la mayor presencia de silicio.   








Longitud de onda (cm-1) 
90% Q - 10% X 50% Q - 50% X 
Marc Avilés Palou  
 - 72 - 
Espectroscopia de energía dispersada (EDS) 
Espectros obtenidos para las diferentes condiciones: 
 Espectro de la zona de titanio (control) 
 
Figura 58. EDS zona titanio. 
 Espectro recubrimiento quitosano 100% 
 
Figura 59. EDS zona recubrimiento. 
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Figura 60. Mapeado de la zona intermedia de la muestra (izquierda: 
zona recubrimiento, derecha: zona titanio). Se muestran los dos 
componentes de interés para este recubrimiento (oxígeno y titanio).  
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel de silica 
 
Figura 61. EDS zona 90% quitosano y 10% xerogel. 
  
Figura 62. Mapeado de la zona intermedia de la muestra (izquierda: 
zona recubrimiento, derecha: zona titanio). Se muestran los dos 
componentes de interés para este recubrimiento (oxígeno y silicio). 
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 Recubrimiento 50% quitosano y 50% xerogel de silica 
 
Figura 63. EDS zona 50% quitosano y 50% xerogel. 
  
Figura 64. Mapeado de la zona intermedia de la muestra (izquierda: 
zona recubrimiento, derecha: zona titanio). Se muestran los dos 
componentes de interés para este recubrimiento (oxígeno y silicio). 
Los aspectos más relevantes de los espectros obtenidos y que confirman la 
composición de cada recubrimiento son los siguientes: 
 El recubrimiento de quitosano 100% se diferencia del espectro de titanio 
(control) por la presencia de oxígeno y mayor cantidad de carbono, hecho 
lógico teniendo en cuenta la composición del quitosano. La aparición de 
cloro en el espectro puede ser debido a una pequeña contaminación del 
recubrimiento, proveniente del ácido clorhídrico que se utiliza para los 
demás recubrimientos. La pequeña cantidad de silicio que aparece se 
explica por los papeles abrasivos del proceso de pulido.  
 En el espectro del recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel silica, 
observamos un aumento importante de silicio, lo cual es lo esperado 
debido a la composición del xerogel. También es normal el incremento en 
la presencia de oxígeno, ya que se ha incorporado agua y etanol para 
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realizar la reacción. El cloro presente es debido a la incorporación de HCl 
para catalizar la reacción. 
 En el último espectro, 50% quitosano y 50% xerogel silica, se aprecia un 
aumento mucho mayor de silicio en comparación con los otros elementos 
del compuesto. Aparecen también oxígeno y cloro, igual que en el caso 
anterior.  
Mediante el mapeado de la zona intermedia de la muestra, se observa 
claramente dónde se encuentra la zona de recubrimiento y los elementos que 
predominan en ella.  
4.4.2. MORFOLOGÍA Y RUGOSIDAD DEL RECUBRIMIENTO OBTENIDO 
(FE-SEM) (INTERFERÓMETRO) 
FE-SEM 
 Recubrimiento quitosano 100% 
 
Figura 65. Vista de la muestra desde arriba. 
Recubrimiento Titanio 
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Figura 66. Vista al detalle del espesor del recubrimiento. 
En la figura 65 se puede apreciar perfectamente la homogeneidad de la capa de 
quitosano 100%. Se trata de una capa sin ninguna rotura y uniforme.  
En la zona en que se termina el recubrimiento y empieza el titanio (se ha tapado 
media muestra con cinta adhesiva Kapton), se puede apreciar cualitativamente el 
espesor del recubrimiento y su morfología.  
 Recubrimiento 90% quitosano y 10% xerogel silica 
 
Figura 67. Vista de la muestra desde arriba. 
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Figura 68. Vista al detalle del espesor del recubrimiento. 
En estas imágenes se puede ver que la capa ya no está tan libre de rotura como 
en el caso anterior. Esto es debido a la evaporación del solvente (etanol) de la 
solución para obtener el xerogel y a las tensiones que soporta en la zona que 
termina el recubrimiento y empieza el titanio.  
En el caso del espesor del recubrimiento, también se puede apreciar 
cualitativamente. Si se hace una aproximación se puede decir que estamos 
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 Recubrimiento 50% quitosano y 50% xerogel silica 
 
Figura 69. Vista de la muestra desde arriba. 
 
Figura 70. Vista al detalle del espesor del recubrimiento. 
En este caso, el recubrimiento está completamente roto, tal y como se puede 
apreciar en la figura 69. Estas roturas son fruto de la evaporación del solvente 
(etanol) de la solución para obtener el xerogel, la cual forma parte del 50% del 
recubrimiento. 
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En cuanto al espesor de la capa, dependerá de dónde se tome la medida y del 
punto de rotura de la capa, pero estamos hablando de un espesor aproximado de 
1 µm.  
Interferometría 
 Medida de la rugosidad 
 
Figura 71. Medida de la rugosidad de los recubrimientos y del control. 
 
Tabla 13. Valores numéricos de la rugosidad. 
 Rugosidad (nm) 
Quitosano 100% 
 
143,1 ± 49,8 
90% Q. - 10% X. 
 
116,3 ± 36,5 
50% Q. - 50% X. 
 
273,5 ± 138,4 
Titanio 82,6 ± 15,5 
Se pueden observar diferencias significativas de rugosidad entre las muestras 
con recubrimiento y el titanio (control). Este hecho se debe a que la capa no es 
completamente homogénea, debido a la baja precisión del proceso de “dip-
coating”. Otro hecho a remarcar es la variabilidad que existe con el 
recubrimiento de 50% xerogel, la cual se debe a que la capa (tal y como se ha 
visto en el FE-SEM) está bastante rota y por lo tanto la rugosidad variará mucho 
de una zona a otra.  
Estos resultados se corroboran mediante el análisis estadístico de Kruskal-Wallis, 
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existen diferencias significativas entre algunas de las muestras. Especialmente 
entre el titanio control y las demás condiciones.  
En la siguiente imagen se aprecia la variación (picos y valles) que presentan los 
recubrimientos de quitosano 100% y quitosano 90%. Esto se debe a las aguas 
que forma la capa una vez se ha realizado el “dip-coating” y se deja evaporar la 
capa en los pocillos. En el caso de la capa de 50% quitosano, se observan las 








Figura 72. Rugosidad de las muestras medidas por interferometría. 
 
 Medida del espesor del recubrimiento 
El espesor de cada recubrimiento se ha calculado automáticamente utilizando el 
software del interferómetro. Para realizar este cálculo, se cuantifica el salto que 
hay entre los puntos del recubrimiento más elevados y los menos elevados (en 
este caso se cogen los puntos del borde del recubrimiento y se mide el salto que 
hay hasta la zona de titanio). Los valores obtenidos se presentan a continuación: 
 
Titanio Quitosano 100% 
90% quitosano – 10% xerogel 50% quitosano – 50% xerogel 
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Tabla 14. Espesor de los recubrimientos, calculados mediante el 
software del equipo. 
 Espesor (nm) 
Quitosano 100%  418 ± 209 
90% Q. - 10% X.  546 ± 242 
50% Q. - 50% X.  1596 ± 283 
 
Los diferentes espesores obtenidos son los esperados teniendo en cuenta la 
aproximación que se ha realizado mediante las imágenes con FE-SEM. Los dos 
primeros recubrimientos presentan unos valores muy similares, debido a que la 
composición es prácticamente la misma. En cambio, el recubrimiento de 50% 
quitosano nos da un valor más elevado, teniendo en cuenta siempre que al 
tratarse de una capa con roturas, presenta más variaciones.  
4.4.3. MOJABILIDAD DE LA SUPERFICIE DEL RECUBRIMIENTO (ÁNGULO 
DE CONTACTO) 
Ángulo de contacto 
Se ha medido el ángulo de contacto de las diferentes condiciones, antes y 
después de limpiar cada muestra. Se ha utilizado el método de ajuste por círculo 
y el método por ecuación de Young. 
 
Figura 73. Medidas del ángulo de contacto de las diferentes 
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Figura 74. Medidas del ángulo de contacto de las diferentes 
condiciones mediante la ecuación de Young. 
El ángulo de contacto no presenta variaciones significativas utilizando la 
aproximación por círculo (figura 73) o la ecuación de Young (figura 74).  
Las diferencias interesantes existen cuando se miden muestras sin limpiar 
(sucias) y muestras recién lavadas (siguiendo el protocolo de acetona, etanol y 
agua). Observamos la bajada del ángulo de contacto al lavar las muestras, por lo 
tanto se obtiene una superficie más hidrófila. Esto es debido a que las impurezas 
presentes en las muestras sin lavar afecta al ángulo de contacto 
incrementándolo.  
Estos resultados se corroboran mediante el análisis estadístico de Kruskal-Wallis, 
en el cual se ha obtenido un valor de p= 0,007 (para el ángulo de contacto por 
círculo) y p=0,008 (para el ángulo de contacto por Young), por lo tanto esto 
indica que existen diferencias significativas entre algunas de las muestras. 
Especialmente entre las muestras antes de la limpieza y después de la limpieza.   
En la figura 75 se muestra el estudio realizado para determinar la evolución del 
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Figura 75. Evolución del ángulo de contacto durante 10 minutos. 
Los resultados obtenidos nos indican que los tres recubrimientos sobre el titanio 
actúan como un hidrogel, es decir, absorben el agua y se hinchan. En apenas 11 
minutos la gota (1µl) que cubría el recubrimiento, ha pasado de tener unos 110º 
a 0º.  
En cuanto al titanio, se observa una pequeña disminución del ángulo de contacto 
a medida que pasan los minutos, pero llegados a un punto (7 minutos) se 
estabiliza.  
4.4.4. ESTABILIDAD DEL RECUBRIMIENTO EN MEDIO FISIOLÓGICO 
(PBS) 
A continuación se muestras las imágenes de cómo ha quedado el recubrimiento 
en las siguientes condiciones: 
 Antes de la estabilización del quitosano mediante NaOH 2M.  
 Después de la estabilización. 
 Después de un lavado mediante agua destilada en ultrasonidos durante 15 
minutos. 
Muestras pre-estabilización 
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Figura 76. Muestras tratadas con las diferentes condiciones una vez 
realizado el "dip-coating". 
En la figura 76 se muestra cómo han quedado los recubrimientos de cada 
condición después de realizar el “dip-coating” y dejar secar la capa. En la 
mayoría de muestras se observa un círculo blanquecino, el cual no se trata de 
ningún tipo de rotura de la capa sino que se forma por el proceso de secado. La 
única muestra que aparece dañada es la E50, la cual sí que presenta una zona 
con el recubrimiento a punto de saltar. Una vez tenemos el recubrimiento sobre 








Figura 77. Muestras tratadas con las diferentes condiciones después de estabilizar el 
quitosano mediante NaOH 2M durante 20'. 
Para estabilizar el quitosano de los recubrimientos se sigue el procedimiento 
presentado en el capítulo anterior. Una vez estabilizado y seco, se observa cómo 
EQ E90 E50 
EQ-P E90-P E50-P 
EQ E90 E50 
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las marcas derivadas del secado han desaparecido y se puede apreciar con 
perfección las zonas de recubrimiento que no se unen al titanio. 
Las capas EQ-P, E90-P, E50-P y EQ se encuentran perfectamente unidas sobre el 
titanio visualmente y no presenta ningún punto de rotura. En cambio las dos 
capas restantes (E-90 y E50) presentan puntos determinados de rotura, 
especialmente la última.  
Se puede decir que la activación por plasma de la superficie de titanio, favorece 
la unión de los recubrimientos que contienen xerogel de silica. Esto es debido a 
la unión que se forma entre los grupos –OH formados en el titanio por el plasma 
y el silicio del xerogel, formando un enlace Si-OH.  







Figura 78. Muestras tratadas con las diferentes condiciones después 
de lavarlas con H2O y aplicar ultrasonidos durante 15'. 
La figura 78 corresponde a muestras que han sido sumergidas en medio 
fisiológico (PBS) y posteriormente han sido lavadas con agua destilada en un 
baño de ultrasonidos durante 15 minutos.  
Se pueden diferenciar pequeñas impurezas sobre de cada recubrimiento. Estas 
impurezas se tratan de sales del PBS que no se han eliminado por completo.  
En cuanto a la degradación de las muestras debido a la fuerza de los 
ultrasonidos, se puede determinar que la afectación ha sido muy baja. Sólo se ha 
visto incrementada la degradación de la muestra E50 y se ha empezado a 
romper la capa E50-P. Los demás recubrimientos no se han visto afectados y 
siguen en el mismo estado.  
EQ-P E90-P E50-P 
EQ E90 E50 
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4.4.5. RESISTENCIA A LA TRACCIÓN DEL RECUBRIMIENTO 
A continuación se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de tracción 
realizado para las diferentes condiciones. Se busca cuantificar la fuerza de 
adhesión del recubrimiento con la superficie del titanio.  
Tabla 15. Modo y fuerza de rotura en las muestras con el ensayo de 
tracción. 
Condición Zona rotura (capa o cianoacrilato) Fuerza 
rotura(N) 
Quitosano 100% Cianoacrilato 379 ± 11 
Quitosano 100% (Ti plasma) Cianoacrilato 363 ± 30 
90% Q - 10% X  Cianoacrilato (25% área no cubierta) 294 ± 24 
90% Q - 10% X (Ti plasma) Cianoacrilato (25% área no cubierta) 218 ± 42 
Titanio Cianoacrilato 234 ± 52 
 
Tal y como se aprecia en la tabla 15, la rotura se ha efectuado por el adhesivo 
(cianoacrilato). Por lo tanto el recubrimiento no se ha despegado de la superficie 
de titanio en ninguno de los casos. Con estos resultados no se puede cuantificar 
la fuerza de adhesión máxima que soporta el recubrimiento, pero se puede 
establecer que soporta una tensión mínima de 3,2 MPa (sabiendo que la fuerza 
media soportada ha sido de 300N y los discos tienen un diámetro de 10mm). 
Para el cálculo de la tensión se ha utilizado la ecuación siguiente: 




Dónde: σ = tensión (MPa), F = fuerza (N) y A = área (mm2).  
 
Figura 79. Marca resultante de la separación de la muestra con la 
base. 
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4.4.6. NANOPARTÍCULAS DE PLATA 
Determinación de la presencia de nanopartículas de plata (TEM) 
  
Figura 80. Imágenes tomadas con TEM de la solución de 
nanopartículas de plata (control). 
  
Figura 81. Imágenes tomadas con TEM de la solución de 
nanopartículas de plata + quitosano. 
Las figura 79 y 80 nos determinan que realmente se han formado las 
nanopartículas de plata mediante la solución preparada. Se puede observar 
también una buena dispersión, especialmente en el control. Al unirlas con el 
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El hecho de que haya una buena dispersión y mucha cantidad de nanopartículas, 
se trata de un hecho importante para los ensayos bacteriológicos que se estudian 
a continuación, ya que tendremos nanopartículas distribuidas por todo el 
recubrimiento y no sólo en determinadas zonas. 
Dimensiones de las nanopartículas de plata 
Mediante las imágenes obtenidas en el microscopio óptico de transmisión (TEM), 
figuras 79 y 80, que aparecen en el punto anterior, se han aproximado las 
dimensiones medias de las nanopartículas. Para ello se ha seguido un análisis de 
las diferentes imágenes, aproximando los resultados obtenidos.  
Encontramos una dispersión de tamaños de nanopartículas de plata, que van de 
los 8 nm a los 50 nm. Aún así las nanopartículas que predominan en toda la 
solución tienen un tamaño medio de 20 nm.  
4.5. ENSAYOS BACTERIOLÓGICOS 
4.5.1. ADHESIÓN BACTERIANA (1 ml de inóculo de bacterias) 
Lactobacillus salivarius 
Tabla 16. Número de bacterias L.Salivarius por muestra. 
Condición Bacterias por disco (CFU/mm2) 
Q100 7797 ± 1556 
90Q-10X 7110 ± 4060 
50Q-50X 2631 ± 1267 
Ti 3665 ± 751 
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Figura 82. Resultados adhesión de la cepa L. salivarius sobre las 
diferentes condiciones. 
Con los resultados obtenidos, se puede decir que el quitosano no tiene un efecto 
antibacteriano, ya que el número de colonias adheridas llega a ser el doble que 
en el titanio control. Este hecho se debe a que el ensayo no es el más adecuado 
para ver el efecto bacteriostático y de no adhesión que presenta el quitosano.  
En este ensayo, tal y como se ha explicado en el capítulo 3, se sumergen las 
muestras en 1 ml de inóculo a 0,2 de absorbancia, por lo tanto las muestras 
quedan totalmente sumergidas. El problema está en que el quitosano no tiene el 
suficiente efecto antibacteriano sobre toda la cantidad de bacterias que hay en el 
medio, y por más que afecte a una pequeña cantidad de bacterias, siempre hay 
muchas más en el medio que recubre la muestra y se van reproduciendo. Por lo 
tanto, tal y como se observa en la figura 81, este ensayo no es concluyente a la 
hora de evaluar el efecto antimicrobiano del quitosano.  
Otro hecho que puede explicar la mayor adhesión bacteriana en los 
recubrimientos (exceptuando el 50% quitosano, que puede ser debido a la rotura 
de parte de la capa) es su característica de que actúan como hidrogeles. Al poner 
las capas en contacto con un medio acuoso se hinchan, por lo tanto las bacterias 
pueden ser absorbidas por estos recubrimientos y por lo tanto los resultados 
presentarán una mayor adhesión, como en este caso.  
Estos resultados se corroboran mediante el análisis estadístico de Kruskal-Wallis, 
en el cual se ha obtenido un valor de p=0,007, por lo tanto esto indica que 
existen diferencias significativas entre algunas de las muestras. Especialmente 
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Streptococcus Sanguinis 
Tabla 17. Número de bacterias S.Sanguinis por muestra. 
Condición Bacterias por disco (CFU/mm2) 
Q100 9984 ± 5604 
90Q-10X 8589 ± 4048 
50Q-50X 9367 ± 3016 
Ti 1187 ± 602 
 
 
Figura 83. Resultados adhesión de la cepa S. Sanguinis sobre las 
diferentes condiciones. 
En este ensayo con S. Sanguinis ocurre exactamente lo mismo que en el caso 
anterior. El quitosano no tiene el suficiente efecto sobre todas las bacterias que 
hay en el medio y esto se ve reflejado en los resultados obtenidos. También es 
importante aquí el hecho de que los recubrimientos actúan como hidrogeles y por 
lo tanto puede que absorba más bacterias. 
Estos resultados se corroboran mediante el análisis estadístico de Kruskal-Wallis, 
en el cual se ha obtenido un valor de p=0,027, por lo tanto esto indica que 
existen diferencias significativas entre algunas de las muestras. Especialmente 
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4.5.2. VIABILIDAD BACTERIANA  
Lactobacillus Salivarius 
Tabla 18. Medida de luminiscencia mediante la cuantificación del ATP 
presente de la cepa L.Salivarius. 
Condición Luminiscencia 
100Q 143197 ± 43648 
90Q-10X 131977 ± 9034 
50Q-50X 148997 ± 10558 
Ti 145118 ± 8184 
 
 
Figura 84. Resultados de bacterias viables L. Salivarius. 
Se observa una máxima igualdad entre las bacterias viables que hay en la 
superficie de cada muestra, por lo tanto viendo la figura 83, no existe un efecto 
antimicrobiano marcado. Los resultados pueden ser explicados de la misma 
forma que en el ensayo de adhesión anterior, es decir, debido a la presencia de 1 
ml de inóculo en contacto con las muestras, el quitosano no tiene el suficiente 
efecto sobre el total de las bacterias presentes.  
Estos resultados se corroboran mediante el análisis estadístico de Kruskal-Wallis, 
en el cual se ha obtenido un valor de p=0,382, por lo tanto esto indica que no 
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Streptococcus Sanguinis 
Para evaluar el efecto de los recubrimientos con la cepa S. Sanguinis se han 
evaluado los recubrimientos sin nanopartículas de plata y recubrimientos con 
ellas. 
 Recubrimiento sin nanopartículas  
Tabla 19. Medida de luminiscencia mediante la cuantificación del ATP 
presente de la cepa S.Sanguinis. 
Condición Luminiscencia 
100Q 14645 ± 365 
90Q-10X 19274 ± 152 
50Q-50X 20957 ± 4690 
Ti 17290 ± 1478 
 
 
Figura 85. Resultados de bacterias viables S. Sanguinis. 
En este caso, con la cepa S. Sanguinis, se observa una ligera disminución de las 
bacterias viables presentes en el recubrimiento de quitosano 100% en 
comparación con el titanio control. Los otros dos recubrimientos se encuentran 
ligeramente por encima, por lo que existen variaciones de igual forma que en el 
caso anterior.  
Mediante el análisis estadístico de Kruskal-Wallis, se ha obtenido un valor de 
p=0,012, por lo tanto esto indica que existen diferencias significativas entre 
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 Recubrimiento con nanopartículas de plata 
Tabla 20. Medida de luminiscencia mediante la cuantificación del ATP 
presente de la cepa S.Sanguinis, con muestras que contienen 
nanopartículas de plata. 
Condición Luminiscencia 
100Q (Ag) 17142 ± 9396 
90Q-10X (Ag) 26288 ± 6164 
50Q-50X (Ag) 15874 ± 2809 
Ti 19068 ± 656 
 
Figura 86. Resultados de bacterias viables S. Sanguinis, con muestras 
que contienen nanopartículas de plata. 
Por último, se ha realizado el mismo ensayo con la cepa S. Sanguinis, pero con la 
incorporación de nanopartículas de plata en los recubrimientos. Esto se ha hecho 
para determinar la efectividad que tienen estas nanopartículas contra las 
bacterias.  
Se observa una ligera disminución en el caso de 100% quitosano (Ag) y 50% 
quitosano (Ag), más significativa que en los casos sin nanopartículas. Esto es así 
ya que las nanopartículas tienen un efecto más fuerte sobre las bacterias que el 
quitosano solo, aún así la diferencia es muy pequeña debido a la gran cantidad 
de bacterias presentes en el medio.  
La diferencia es tan pequeña, que en el caso de 90% quitosano (Ag) el número 
de bacterias viables detectado aumenta respecto del control.  
El análisis estadístico de Kruskal-Wallis nos da un valor de p= 0,130, por lo tanto 
mediante este método no existen diferencias estadísticamente significativas 
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4.5.3. PROLIFERACIÓN BACTERIANA (CURVA DE CRECIMIENTO) 
A continuación se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de 
proliferación realizado con las cepas L. Salivarius y S. Sanguinis. Para el caso de 
S. Sanguinis se ha realizado también el ensayo con recubrimientos que contienen 
nanopartículas de plata.  
Lactobacillus Salivarius 
 
Figura 87. Curva de crecimiento de L. Salivarius en contacto con las 
diferentes condiciones. 
Mediante la figura 86 podemos interpretar si hay un efecto o no de los 
recubrimientos sobre la cepa bacteriana. Si hubiera un retardo en el crecimiento 
nos estaría indicando un posible efecto del recubrimiento sobre las bacterias. 
En este caso la única curva que muestra un cierto retardo corresponde al 
recubrimiento de 90% quitosano, pero tampoco se trata de un resultado 
concluyente debido a la poca diferencia que existe.  
La explicación a este poco efecto de las capas sobre las bacterias es la misma 
que en todos los ensayos presentados anteriormente. Al estar tanta cantidad de 
medio con bacterias en contacto con la muestra, esta no tiene el efecto esperado 
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Streptococcus Sanguinis 
 Recubrimiento sin nanopartículas 
 
Figura 88. Curva de crecimiento de S. Sanguinis en contacto con las 
diferentes condiciones. 
En la curva con S. Sanguinis, a diferencia de la anterior, no existe ningún retardo 
en la proliferación bacteriana. La única diferencia que destaca es el aumento de  
crecimiento de las bacterias en contacto con la capa de quitosano 100%. La fase 
de muerte en todas las condiciones es prácticamente la misma. Por lo tanto no 
existe un efecto claro sobre las bacterias.  
 Recubrimiento con nanopartículas de plata 
 
Figura 89. Curva de crecimiento de S. Sanguinis en contacto con las 
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En la figura 88 se aclara que las nanopartículas no tienen efecto sobre toda la 
cantidad de bacterias presentes en 1 ml de inóculo, por lo tanto así se explica la 
poca diferencia entre las diferentes curvas de crecimiento.  
4.5.4. ADHESIÓN BACTERIANA (10 µl de bacterias en contacto) 
Este método, como ya se ha visto en el capítulo 3, es muy parecido al ensayo de 
adhesión normal (1 ml de inóculo de bacterias). Simplemente se cambia el 
volumen de bacterias que entran en contacto con la superficie. Por lo tanto, así 
se consigue ver el efecto real del recubrimiento en frente a las bacterias que 
entran en contacto con la superficie.  
Lactobacillus Salivarius 
Tabla 21. Número de bacterias L.Salivarius por muestra. 
Condición Bacterias por disco (CFU/mm2) 
Q100 (Ag) 0,0 ± 0,0 
90Q-10X (Ag) 7,6 ± 1,9 
Q100 45,5 ± 1,7 
90Q-10X 7,6 ± 7,8 
Ti 22,0 ± 3,2 
 
 
Figura 90. Resultados adhesión de la cepa L. Salivarius sobre las 
diferentes condiciones. 
La figura 89 nos muestra un claro efecto de las nanopartículas de plata, ya que 
existe una disminución considerable del número de colonias bacterianas con 
respecto al titanio control.   
El recubrimiento 90% quitosano sin nanopartículas también muestra un descenso 
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Finalmente, la condición de quitosano 100% sin nanopartículas presenta 
aproximadamente el doble de colonias que el control, lo cual indica que el 
recubrimiento no ha tenido efecto sobre las bacterias.  
Estos resultados se corroboran mediante el análisis estadístico de Kruskal-Wallis, 
en el cual se ha obtenido un valor de p=0,004, por lo tanto esto indica que 
existen diferencias significativas entre algunas de las muestras. Especialmente 
entre el recubrimiento de Q(Ag) con el de 100% quitosano.   
Streptococcus Sanguinis 
Tabla 22. Número de bacterias S.Sanguinis por muestra. 
Condición Bacterias por disco (CFU/mm2) 
Q100 (Ag) 54 ± 48 
90Q-10X (Ag) 51 ± 18 
Q100 298 ± 220 
90Q-10X 1205 ± 445 
Ti 447 ± 366 
 
 
Figura 91. Resultados adhesión de la cepa S. Sanguinis sobre las 
diferentes condiciones. 
Los resultados obtenidos con este ensayo con la cepa S. Sanguinis, nos muestran 
perfectamente la efectividad de las nanopartículas de plata en frente de las 
bacterias. La figura 90 nos muestra una diferencia considerable de las colonias 
bacterianas en los recubrimientos de quitosano 100% (con plata) y quitosano 
90% (con plata), en comparación con el titanio control. 
En cuanto al recubrimiento de quitosano 100% (sin nanopartículas) también se 
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Por último, el recubrimiento de quitosano 90% (sin nanopartículas) presenta un 
poco más del doble de colonias que el titanio control. Esto puede ser debido a 
algún factor no controlado o simplemente que el recubrimiento no ha tenido 
efecto sobre las bacterias, y estas han sido absorbidas.  
Estos resultados se corroboran mediante el análisis estadístico de Kruskal-Wallis, 
en el cual se ha obtenido un valor de p=0,004, por lo tanto esto indica que 
existen diferencias significativas entre algunas de las muestras. Especialmente 
entre los recubrimientos Q(Ag), 90(Ag) y el recubrimiento de 90% quitosano.  
4.6. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD 
Tabla 23. Supervivecia en porcentaje de las células con las diferentes 
diluciones. 
 Supervivencia (%) 
 Q(Ag) Q 90 
dilución 1/1 64 ± 5 66 ± 6 79 ± 9 
dilución 1/2 75 ± 16 49 ± 9 91 ± 14 
dilución 1/10 51 ± 16 56 ± 9 78 ± 14 
dilución 1/100 67 ± 13 47 ± 5 63 ± 7 
 
 
Figura 92. Supervivencia celular para las diferentes condiciones y 
diluciones. 
La tabla 23 y la figura 91 nos indican el porcentaje de supervivencia celular, 
después de realizar todo el ensayo de citotoxicidad. Se aprecia un claro parecido 
entre la muestra de quitosano 100% que contiene nanopartículas de plata y la 
que no las contienen. Se puede decir que las nanopartículas de plata no 
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En cuanto a la muestra de 90% quitosano y 10% xerogel de silica, se observa un 
porcentaje de supervivencia más elevado, por lo tanto este recubrimiento 
presenta un nivel de citotoxicidad más pequeño que los anteriores.  
Por otra parte, los resultados obtenidos muestran una supervivencia celular 
inferior al control, lo cual puede ser debido a algún error sistemático a la hora de 
realizar el ensayo. 
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CAPÍTULO 5: 
CONCLUSIONES 
Las conclusiones generales que se extraen de los resultados obtenidos en la 
parte experimental del proyecto son las siguientes: 
 Se han depositado recubrimientos de quitosano y de quitosano con xerogel 
de silica sobre la superficie de titanio.  
 Mediante el estudio de la adhesión de los recubrimientos desarrollados 
sobre el titanio, se concluye que las capas que presentan una buena unión 
son las formadas por quitosano y la mezcla entre 90% quitosano con 10% 
xerogel de silica. En cuanto al recubrimiento formado por 50% quitosano y 
50% xerogel de silica, no aporta estabilidad y presenta roturas de la capa. 
 La activación por plasma mejora cualitativamente la adhesión de los 
recubrimientos sobre el titanio.  
 Con los ensayos de tracción se ha podido observar que los recubrimientos 
de quitosano y la mezcla entre 90% quitosano con 10% xerogel de silica, 
presentan una adhesión muy buena al sustrato, superior a 3,2 MPa. 
 Los ensayos antibacterianos de adhesión (1 ml de inóculo de bacterias), 
viabilidad bacteriana y curva de crecimiento, no muestran que el 
recubrimiento desarrollado tenga propiedades antibacterianas, debido a la 
poca efectividad del recubrimiento frente a un volumen elevado de medio 
con bacterias. 
 El ensayo de adhesión bacteriana (1 µl de bacterias en contacto) muestra 
una capacidad antibacteriana elevada, especialmente con los 
recubrimientos que contienen nanopartículas de plata.  
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 El ensayo de citotoxicidad no muestra variaciones de citotoxicidad del 
recubrimiento que incorpora nanopartículas de plata respecto a los demás. 
Aun así los resultados obtenidos no son concluyentes en su totalidad.  
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PRESUPUESTO 
A continuación se detallan los costes asociados a los equipos, al personal, a los 
productos utilizados y otros gastos asociados a la realización del proyecto. 
Los costes del personal se han calculado según el precio por hora, considerando 
que el coste de un ingeniero junior es de 20 €/hora.  
 
Material Precio unitario Cantidad Coste (€) 
Barra 2m titanio c.p. grado 2 368,45 €/u 0,5 u 184,20 
Paños de carburo de silicio:    
P600 14,75 €/u 4 u 59,00 
P800 14,75 €/u 4 u 59,00 
P1200 17,9 €/u 10 u 179,00 
P2500 17,9 €/u 10 u 179,00 
Paños de terciopelo 37,82 €/u 4 u 151,30 
Alúmina 1µm 60€/pote 1 pote 60,00 
Alúmina 0,05µm 60€/pote 1 pote 60,00 
Loctite Super-Glue 3 3,65 €/u 2 u 7,30 
Acetona 20,50 €/l 1 l 20,50 
Etanol 27,50 €/l 1 l 27,50 
Agua destilada 20,00 €/l 5 l 100,00 
Bromuro de potasio 756 €/kg 0,001 kg 0,80 
Ortosilicato de tetraetilo 90 €/l 0,25 l 22,50 
Ácido acético glacial 22,10 €/l 0,25 l 5,50 
Ácido clorhídrico 37% 23,80 €/l 0,25 l 6,00 
Quitosano de peso molecular medio 1372 €/kg 0,015 kg 20,60 
Citrato de sodio 58,40 €/kg 0,001 kg 0,10 
Nitrato de plata 2110 €/kg 0,0001 kg 0,20 
Hidróxido de sodio 72,80 €/kg 0,3 kg 21,80 
PBS 1,36 €/pastilla 10 pastillas 13,60 
MRS 187,60 €/kg 0,5 kg 93,80 
Todd-Hewitt 296,00 €/kg 0,5 kg 148,00 
Agar 1016,00 €/kg 0,25 kg 254,00 
DMEM 43,66 €/l 0,2 l 8,70 
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Antibiótico  6800,00 €/l 0,001 l 6,80 
FBS 550,00 €/l 0,005 l 2,80 
L-glutamato 513,70 €/l 0,001 l 0,50 
Piruvato de sodio 103,00 €/l 0,001 l 0,10 
HEPES buffer 630,00 €/l 0,002 l 1,30 
Placas de petri 0,18 €/u 300 u 54,00 
Puntas de pipeta 0,01 €/u 450 u 4,50 
Cubetas PMMA 0,06 €/u 40 u 2,40 
Placas de pocillos 0,51 €/u 30 u 15,30 
Tubos Falcon 0,84 €/u 30 u 25,20 
Tubos Eppendorff 0,01 €/u 250 u 2,50 
    TOTAL 1797,70 € 
 
 
Coste equipos Precio por hora (€/h) horas Coste (€) 
Pulidora automática 5 € 50 250 
Equipo de plasma 40 € 2 80 
Microscopio óptico interferométrico 60 € 10 600 
FTIR 60 € 4 240 
Autoclave 30 € 15 450 
Ángulo contacto 30 € 3 90 
FE-SEM/EDS 100 € 3 300 
TEM 100 € 4 400 
Incubadora 5 € 150 750 
Espectrofotómetro 10 € 2 20 
Máquina de ensayos mecánicos 65 € 15 975 
Cabina microbiología 15 € 150 2250 
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Coste personal Precio por hora (€/h) horas Coste (€) 
Corte muestras del taller mecánico 50 € 5 250 
Pulido 20 € 60 1200 
Limpieza muestras 20 € 4 80 
Activación por plasma 20 € 2 40 
Recubrimiento sobre el titanio 20 € 150 3000 
Preparación nanopartículas plata 20 € 15 300 
FTIR 20 € 4 80 
Ángulo de contacto 20 € 3 60 
Interferometría 20 € 10 200 
Estudio estabilidad recubrimiento 20 € 5 100 
Ensayos de tracción 20 € 15 300 
Técnico FE-SEM/EDS 100 € 3 300 
Técnico TEM 100 € 4 400 
Ensayos adhesión bacteriana 20 € 80 1600 
Ensayo viabilidad bacteriana 20 € 20 400 
Ensayo curva de crecimiento 20 € 20 400 
Ensayo citotoxicidad 20 € 15 300 
       TOTAL 9.010,00 € 
 
 
Varios Precio por hora (€/h) horas Coste (€) 
Búsqueda bibliográfica 20 € 30 600 
Elaboración de la memoria  20 € 150 3000 
  TOTAL 3600,00 € 
 
 
Costes indirectos Precio Total (€) Coste (€) 
Alquiler, agua, electricidad 15% del total 20812,70 3121,91 
  TOTAL 3121,91 € 
 
 
TOTAL 23934,61 € 
TOTAL (con 21% IVA) 28960,87 € 
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APÉNDICE 1. IMPLICACIONES AMBIENTALES 
El impacto ambiental del proyecto se ha tenido en cuenta en todo momento 
intentando de minimizarlo en gran medida. Un punto importante a tener en 
cuenta a la hora de minimizar el impacto ambiental es el proceso de limpieza del 
implante. 
En el proceso de limpieza del titanio se utilizan disolventes orgánicos, como el 
etanol o la acetona, que será necesario tratar adecuadamente una vez utilizados. 
Por otra parte, es importante utilizar la mínima cuantidad posible de estos 
disolventes. 
En el laboratorio se trabaja con residuos químicos los cuales son embasados 
según su composición existiendo diversos recipientes para su almacenaje. Su 
localización en el laboratorio es estratégica, encontrándose en puntos cercanos a 
donde los residuos son utilizados. 
Dependiendo del residuo a desechar los embases tendrán una capacidad u otra y 
estarán bien identificados según:  
 Residuos ácidos: embase de PP con capacidad de ½ litro de residuos.  
 Residuos básicos: embase de PP con capacidad de ½ litro de residuos.  
 Residuos sólidos con mercurio: embase de PP con capacidad de 10 litros y 
boca ancha.  
 Agua con mercurio: embase de PP con capacidad de ½ litro de residuos.  
 Residuos sólidos sin mercurio: embase de PP con capacidad de 10 litros y 
boca ancha.  
 Residuos sólidos metálicos: embase de PP con capacidad de ½ litro de 
residuos.  
 Residuos sólidos: embase de PP con capacidad de 5 litros y boca ancha.  
 Disolventes: embase de PP con capacidad de 10 litros de residuos.  
Una vez el recipiente ha sido llenado completamente es almacenado en un 
armario de seguridad. ECOCAT es una empresa que se dedica a gestionar 
residuos peligrosos a nivel nacional al igual que su posterior tratamiento siendo 
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APÉNDICE 2. RESULTADOS ESTADÍSTICOS 
El análisis estadístico se ha realizado mediante la prueba de Kruskal-Wallis. A 
continuación se muestran los resultados obtenidos de todos los estudios 




Nº mediciones Mediana Clasificación 
promedio 
Z 
Q 7 138,65 22,0 1,54 
90/10 8 124,91 16,9 -0,04 
50/50 6 260,85 28,2 3,13 
Ti 12 81,71 8,6 -3,78 
General 33 - 17,0 - 
 
p = 0,000  p < 0,05  (Existen diferencias significativas entre alguna de las 
muestras).  
Ángulo de contacto  









Q (pre-limpieza) 3 96,60 20,7 2,14 
Q (post-limpieza) 3 84,70 10,0 -0,65 
90/10 (pre-
limpieza) 
3 96,50 21,3 2,31 
90/10 (post-
limpieza) 
3 89,10 13,7 0,31 
50/50 (pre-
limpieza) 
3 89,00 13,7 0,31 
50/50 (post-
limpieza) 
3 77,90 5,0 -1,96 
Ti (pre-limpieza) 3 89,60 13,7 0,31 
Ti (post-limpieza) 3 61,80 2,0 -2,75 
General 24 - 12,5 - 
 
p = 0,007  p < 0,05  (Existen diferencias significativas entre alguna de las 
muestras).  
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Q (pre-limpieza) 3 97,50 20,7 2,14 
Q (post-limpieza) 3 83,40 10,7 -0,48 
90/10 (pre-
limpieza) 
3 97,40 21,3 2,31 
90/10 (post-
limpieza) 
3 90,60 14,7 0,57 
50/50 (pre-
limpieza) 
3 88,90 13,3 0,22 
50/50 (post-
limpieza) 
3 80,10 5,3 -1,88 
Ti (pre-limpieza) 3 90,10 12,0 -0,13 
Ti (post-limpieza) 3 62,50 2,0 -2,75 
General 24 - 12,5 - 
p = 0,008  p < 0,05  (Existen diferencias significativas entre alguna de las 
muestras).  
Activación titanio por plasma 
Muestras (CA 
plasma) 
Nº mediciones Mediana Clasificación 
promedio 
Z 
Ti 5 66 8,0 2,61 
Ti (plasma) 5 4 3,0 -2,61 
General 10 - 5,5 - 
 
p = 0,009  p < 0,05  (Existen diferencias significativas entre alguna de las 
muestras).  




Nº mediciones Mediana Clasificación 
promedio 
Z 
Q 4 7787 13,5 2,43 
90/10 4 7123 11,5 1,46 
50/50 4 2668 3,5 -2,43 
Ti 4 3649 5,5 -1,46 
General 16 - 8,5 - 
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Nº mediciones Mediana Clasificación 
promedio 
Z 
Q 4 10110 11,8 1,58 
90/10 4 8630 9,0 0,24 
50/50 4 9444 10,8 1,09 
Ti 4 1116 2,5 -2,91 
General 16 - 8,5 - 






Nº mediciones Mediana Clasificación 
promedio 
Z 
Q 4 145771 8,5 0,00 
90/10 4 132370 5,3 -1,58 
50/50 4 145129 11,0 1,21 
Ti 4 143326 9,3 0,36 
General 16 - 8,5 - 
 




Nº mediciones Mediana Clasificación 
promedio 
Z 
Q 4 14692 2,5 -2,91 
90/10 4 19340 12,5 1,94 
50/50 4 20919 11,5 1,46 
Ti 4 17256 7,5 -0,49 
General 16 - 8,5 - 
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Nº mediciones Mediana Clasificación 
promedio 
Z 
Q (Ag) 4 16972 6,5 -0,57 
90/10 (Ag) 4 26416 11,5 2,26 
50/50 (Ag) 4 15756 4,8 -1,56 
Ti 2 19068 7,0 -0,18 
General 14 - 7,5 - 
p = 0,130  p < 0,05  (No existen diferencias significativas entre las muestras). 





Nº mediciones Mediana Clasificación 
promedio 
Z 
Q (Ag) 4 0,0 2,5 -2,97 
90/10 (Ag) 4 7,6 8,5 -0,42 
Q 4 45,2 16,5 2,97 
90/10 4 7,0 8,5 -0,42 
Ti 2 21,9 13,5 1,12 
General 18 - 9,5 - 






Nº mediciones Mediana Clasificación 
promedio 
Z 
Q (Ag) 4 57,30 5,0 -2,08 
90/10 (Ag) 4 57,30 4,5 -2,27 
Q 4 299,21 11,3 0,28 
90/10 4 1190,48 18,3 2,93 
Ti 4 458,37 13,5 1,13 
General 20 - 10,5 - 
p = 0,004  p < 0,05  (Existen diferencias significativas entre alguna de las 
muestras).  
